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BME     2-mercaptoethanol 
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第 1 章 序論  
 
 日本の伝統食品の一つである納豆は，枯草菌 Bacillus subtilis に分類される“納豆菌”
を用いて大豆を発酵させた食品である．特に茨城県は，納豆の生産と消費が盛んで，特
産物が納豆だというイメージが全国的に浸透している．一方で，納豆の原料は大豆と納
豆菌のみと非常にシンプルで，製造法もほぼ画一的であるため，差別化が難しいという
側面を持っている．また，ここ数年の納豆の販売価格は下降する傾向が続いているとい
う現状もメーカーを悩ませる要因となっている．そのため，メーカーでは生き残りをか
けて様々な工夫をしており，他社製品との差別化を図るために特徴のある大豆品種を使
用するのも，その工夫の一つとして挙げられる．納豆製品に最も多く用いられるのは，
種皮が黄色い大豆（黄大豆）である．黄大豆には粒径や成分の異なる様々な品種があり，
使用する品種により納豆の出来具合は大きく変わってくる．黄大豆以外にも，種皮や種
子が黄色以外の色をした，見た目に特徴がある大豆，代表的なものでは，黒大豆，青大
豆，紅大豆なども納豆製造に利用され，製品の幅を広げたり，差別化を図るのに寄与し
ている．その中でも黒大豆は，抗酸化に効果を発揮するといわれるポリフェノールが豊
富に含まれている等，機能面においても特筆すべき点が多い 1,  2)．しかも，一般に黒大豆
納豆は黄大豆の納豆よりも販売価格が高いことが多く，黄大豆納豆の安売り傾向で苦し
むメーカーにとって黒大豆納豆は，高い利益率を得られる製品としての魅力も併せ持っ
ている．しかし，黒大豆は黄大豆に比べ種皮が厚く硬いために，既存の納豆菌では柔ら
かく，かつ糸引き良く仕上げることが難しいという問題点が指摘されている 1,  2)．そのた
め，食品産業において黒大豆の潜在的な市場は大きいと期待されるものの，納豆製品に
おいては，広く使われているとはいえない現状がある．黒大豆納豆の品質を向上する技
術が確立出来れば，現在よりも黒大豆納豆の製造を行うメーカーが増える可能性がある．
それは，メーカーが製造する製品の選択肢を広げるだけでなく消費者が購入する納豆製
品の選択肢を広げることにも繋がると期待される．  
黒大豆納豆の製造工程を図 1 に示した．大豆を十数時間以上水につけて十分に吸水さ
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図 1 納豆の製造工程 
黒大豆納豆の製造工程を示す。黄大豆納豆も，多少の製造条件の違いはあるが同じ工程で製造される． 
RH(relative humidity), 相対湿度; PSP(polystyrene pack), ポリスチレンパック 
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①大豆の洗浄と浸漬
・大豆を水洗いする
・20℃で16時間水に漬ける
②大豆の蒸煮
・圧力釜で大豆を蒸す（0.18MPa,30分)
③納豆菌の添加
・蒸した大豆1g当たり104個の
納豆菌を添加
④容器(PSP)へ盛り込み
・容器に50g盛り込み、穴の空いた
セロファンフィルムを乗せる
⑤発酵
・恒温恒湿器にセット
・39℃,90%RH,18時間→20℃,50%RH,2時間
⑥完成
・5℃で一日熟成して
完成
内部
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せてから，専用の蒸煮釜に入れ，高圧で蒸しあげる．蒸しあがった後，釜から大豆を取
り出して純粋培養した納豆菌を添加して容器に詰める．これを発酵室に入れて温度と湿
度をコントロールしながら 20 時間前後発酵させると出来上がる．最終的な納豆の硬さに
は，大豆を蒸す圧力と時間，発酵室での発酵時間が大きく影響する．高圧で長時間蒸し
て，発酵時間を長くすれば柔らかく仕上がるが，圧力を上げて長時間蒸すと大豆の皮が
むけて見た目が悪くなる他，皮むけのある大豆とない大豆で発酵にムラが生じ，最終的
な食感にばらつきが出るという問題が生じる．皮むけが多すぎると，クレームの原因に
なることもある．また，発酵時間をあまり長くとると，発酵室を使用する時間が長くな
り，次の製品の製造に支障をきたすため，メーカーが行うのは難しいという問題点があ
る．  
納豆菌も，製品の出来具合に大きく影響する．商業用の納豆菌株は，約 100 年前にス
ターター株として分離されたと考えられている．それ以来，純粋培養されたスターター
株が商業用納豆菌株として用いられている 3,  4）．納豆菌スターター株は，大手メーカーが
自社開発したものを除くと，全国的に見ても，宮城野納豆製造所（宮城県仙台市）， (株 )
成瀬発酵化学研究所（東京都練馬区）， (有 )高橋祐蔵研究所（山形県山形市）の，わずか
3 社の納豆菌製造販売業者が販売する 3 種類（それぞれ宮城野菌（または三浦菌と呼ばれ
ることもある），成瀬菌，高橋菌）に大別される 4)．しかしながら，これらのどの菌を用
いても，黒大豆を十分に発酵することは難しい．黒大豆納豆を製造しようとした場合，
厚い種皮に阻まれ，蒸煮後の大豆表面に納豆菌が利用できる形で存在する栄養成分が少
なく十分な菌の増殖が起こらない．そのため，プロテアーゼを始めとする納豆菌によっ
て生成される大豆の発酵に必須な酵素の絶対量も少なくなる．その結果，十分に発酵が
進まずに，黒大豆納豆は硬いままであると推測される．つまり，黒大豆において十分に
発酵が進み，柔らかい納豆を製造するには，種子の持つ栄養素を効率よく利用すること
が求められ，そのために厚い種皮を分解する酵素活性が高いこと，また，大豆の発酵プ
ロセスで最も重要なプロテアーゼ活性も既存菌株よりも高いことが必要だと考えられる． 
そこで，本研究では，現在の納豆製造で最も多く用いられている納豆菌である宮城野
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菌を対照株として，種皮や種子の分解で主要な働きをするセルラーゼ及びプロテアーゼ
等，黒大豆の発酵過程で重要な働きをする酵素活性が高く，不十分な発酵に起因する皮
残りの食感及び糸引き具合の改善を達成することが出来る黒大豆に適した納豆菌株を開
発することを目的とした．また，その過程で枯草菌における納豆菌 (Bacillus subtilis  (natto))
の分類学的な位置づけを明確にすることも併せて本研究の目的と定めた．   
B. subtilis は関連種で密な集団を形成している．枯草菌のゲノム解析は，1991 年に枯草
菌ゲノム  (4.2 Mb)の全塩基配列決定を目指す日本とヨーロッパの国際協力プロジェクト  
(枯草菌ゲノムプロジェクト ) が組織されたことに端を発する．このプロジェクトでは実
験室株である B. subtilis 168 株が使われ，1997 年にゲノム解析が完了し，その結果は Nature
誌に掲載された 5)．一方，納豆菌については，2010 年に，商業用納豆菌株である宮城野
株と同一株である BEST195 株の全ゲノム情報が報告された 6)．BEST195 のゲノム全体構
造は B. subtilis 168 に非常に似ている 5,  6,  7)．  
納豆の最大の特徴は，独特の糸引きにある．納豆の糸は，納豆菌が作るグルタミン酸
の重合体であるポリガンマグルタミン酸 (γPGA)と，フルクトースの重合体であるレバン
の混合物である 8)．B. subtilis 168 株は納豆の粘り成分である γPGA 合成を制御する degQ
と swrA に変異が入っているため 9)，納豆を作ることはできない 6)．対照的に，BEST195
株は pgs オペロン 10,  11,  12)を介して旺盛に γPGA を作ることが出来，納豆に粘りを与える．
しかしながら，B. subtilis，B. amyloliquefaciens，B. licheniformis 及び B. anthracis 等納豆
を作ることができない菌株にも γPGA を作るものがあることが知られており 13)，γPGA 生
成能だけで納豆を作ることが出来るかどうかの指針にすることはできない．これまでの
納豆発酵株に関する報告の多くは，納豆発酵に必要な遺伝子的背景を解明する内容に限
られており，これまで納豆菌とは，「B. subtilis に分類される中で納豆を作ることが出来
る菌」という曖昧な認識に留まっており，著者が知る限りにおいて納豆菌の定義を詳細
に記した文献はない．本研究では，黒大豆の発酵に適した新たな納豆菌を開発すること
を目的としている．そのためには，まず，納豆菌を明確に定義する必要があると考えた．
そこで，まず，納豆発酵適性株の遺伝的情報を収集し，Bacillus 属内における納豆発酵株
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の系統分類的な位置付けを明らかにすることとした．そのためになるべく多くの，かつ
異なる環境下（地域）に存在している納豆菌を集めることにした．多くの地域からサン
プルを集める目的は，気象条件や土壌の質が異なれば，表現型や特性が異なるタイプの
菌株がより多く集められるのではないかと期待したことと，そうして集めた納豆発酵株
に共通した分類特性が認められれば，納豆菌を定義することができると期待したからで
ある．乾燥した稲わらに納豆菌が多く生息していることは昔から知られており，稲わら
に蒸した大豆を包み保温することで，わらに自生する納豆菌により納豆を製造すること
が家庭でも行われていた．そこで，納豆発酵適性株の収集源として，日本各地の稲わら
を選択した．研究全体の計画を図 2 に示す．日本各地（北海道札幌市，宮城県仙台市，
新潟県上越市，広島県福山市，福岡県筑後市，沖縄県石垣市と茨城県内 8 か所）の稲わ
らから γPGA 生産能を有する株を出来る限り収集した，収集した全ての株で納豆を試作
して，納豆製造適性を評価し，適性のある株とない株に分類した．  
前述の商業用納豆スターターの 3 株には共通する特徴があることが知られている．い
ずれも生育にビオチンが必要であること，特定のバクテリオファージに感染すること 13,  
14)及び挿入配列 (IS)を多コピー保有することである．IS のうち IS4Bsu1 と IS256Bsu1 はト
ランスポザーゼをコードしており遺伝子内で転移することが確認されている 6,  15,  16)．そ
して， IS4Bsu1 が pgs オペロンを制御している comP に転移した場合 γPGA 生産が不安定
になるということが知られている 16)．また，東アジアや南アジアにおける納豆様の食品
製造に使われる B. subtilis も IS4Bsu1 を持っていることが確認されている 17)． IS は遺伝
子のコンピテンス (DNA を取り込んで自分のゲノムに組み込む形質転換能 )に関連し 18)，
発現を変え得ることは知られているが， IS の存在と納豆の発酵との関連性は分かってい
ない．これらの特徴は納豆発酵能と深く関わっている可能性があると考えた．そこで，
まず，全国の稲わらから収集した γPGA 生産能を有する株について，ビオチン要求性，
ファージ感染の有無及び IS の有無を調べた．  
次いで，系統分類に基づいて納豆菌を定義付けると同時に，自然界に存在する納豆菌
の遺伝的多様性も調べた．稲わらに自生する納豆菌が遺伝的多様性に富めば，黒大豆加
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図 2 本研究の全体の流れ  
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工に求める条件である高いセルラーゼ活性やプロテアーゼ活性を持つ納豆菌株を選抜
できる可能性が高まると考えた．納豆菌は B. subtilis に分類されるが，その中で納豆発
酵適性のある株とない株は識別できるのか，納豆発酵適性株同士を比較した場合，相
互識別が可能か否か，つまり自然に存在する納豆発酵適性株の中に多様性は見られる
かどうか評価を行った．そのために，納豆を作ることが出来た株と出来なかった株を
用いて Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)  19)や Multi Locus Sequence 
Typing (MLST) 
20)を行った．AFLP とは，ゲノム DNA を制限酵素（EcoRⅠ及び MseⅠ
等）で消化後，消化末端にアダプターをライゲーションする．そして，アダプターに
相補的なプライマーを用いて PCR を行い，増幅したフラグメントパターンを比較する
DNA フィンガープリント法の一種である．MLST は菌が生存のために必要とする複数
の必須遺伝子（ハウスキーピング遺伝子）の配列を読み，それらをもとに菌のタイピ
ングを行う方法である．  
自然界に目的の株が得られなかった場合は，変異処理により性質を変化させること
とした．変異手法としては，紫外線や，ニトロソグアニジン及びエチルメタンスルホ
ン酸等の薬剤処理が良く知られているが，他にも様々な手法が考えられる．その一つ
に抗生物質耐性を獲得させる変異が挙げられる．細菌が抗生物質耐性を獲得すると，
二次代謝物や酵素の生産が上昇する例が報告されている 21,  22 )．B. subtilis168 株では，
リファンピシン耐性変異株で，RNA ポリメラーゼの β サブユニットにアミノ酸置換が
起こった株の中に，アミノ糖の抗生物質であるネオトレハロサジアミン  (NTD)の過剰
生産が起こったとの報告がある 22,  23,  24 )．また，B. subtilis168 株がストレプトマイシン
耐性を獲得すると，リボソームタンパク S12 にアミノ酸置換が起こり，細胞外 α-アミ
ラーゼやプロテアーゼの生産を促進することも報告されている 25 )．そこで，セルラー
ゼ，プロテアーゼ及び納豆発酵に関わる酵素の生産量上昇を期待して，収集した納豆
発酵適性株からストレプトマイシン (Sm)耐性 (SmR)及びリファンピシン (Rif)耐性 (RifR)
の変異株を作り，その中からこれらの酵素生産量が上昇した株を選抜することにした．
なお，活性を評価する酵素として，納豆の食味やテクスチャーに関与すると考えられ
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るセルラーゼ，プロテアーゼ，レバンスクラーゼ，ガンマグルタミルトランスペプチ
ダーゼ  (GGT)を選択した．また，リファンピシン耐性株については，前述のとおり
B.subtilis168 株のリファンピシン耐性株で元株より生産量の増加が確認さている NTD
生産量の評価も併せて行った．セルラーゼやプロテアーゼ活性の測定については，基
質の分解具合を目視で確認できるザイモグラフィー 26,  27 )も実施した．酵素活性上昇し
たということは，生産されたタンパク質のパターン及び量が元株とは変わっているは
ずである．2 次元電気泳動 28)と N 末端アミノ酸シーケンスにより，育種した株で元株
よりも生産量が増えたタンパク質を調べ，酵素活性が上昇した要因を明らかにした．  
納豆の物性や風味に影響を与える酵素活性が上昇した株を得た後，黒大豆納豆を試
作し，既存株の代表的な株である宮城野菌を対照として出来栄えを比較検討し，宮城
野菌よりも γPGA やレバンの生産量が多く，より柔らかくなる黒大豆用納豆菌の選抜を
行った．  
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第 2 章 納豆製造能を有する株と近縁種の遺伝子型に基づく系統分類  
 
2-1 緒言  
稲わらに煮た或いは蒸した大豆を包み保温することで納豆を製造するのが伝統的な
納豆製造法で，昔は一般家庭でも行われていた．現在，納豆メーカーがわらつと納豆
を製造する場合，滅菌した稲わらに純粋培養した納豆菌を添加した蒸し大豆を詰めて
発酵させるため，稲わらについている菌で発酵させることはない．  
 市販納豆の製造技術は，明治後期の沢村真による納豆菌の純粋分離，大正時代の半
沢洵による純粋分離菌を用いた納豆の製造，続く三浦二郎による市販納豆菌の開発に
端を発し，大正後期から昭和初期にかけてわが国の糸引納豆 (以後納豆と略する )の近代
的な製造が開始された 4)．  
 日本には納豆と同じく微生物を用いて製造する味噌，醤油，日本酒など，様々な発
酵食品が存在する．原料となる米や大豆のみならず，発酵を行う微生物も製品の出来
具合や特徴に大きく影響する．例えば，日本酒では，最終製品の香りや味に違いを出
すために新種の酵母を開発する研究が数多くなされている 29,  30)．日本酒メーカーでは，
研究開発された酵母の中から狙いどおりの味や香りに仕上がるものを選択して用いて
いる．納豆は，他の発酵食品に比べて製造に要する日数が短く，製造工程も少ないた
め，使用する原料の影響が特に大きい．大豆は，様々な品種が用いられ製品のバラエ
ティーを広げるのに寄与している．更に，納豆も他の発酵食品と同様に，性質が異な
る納豆菌を用いれば，製品の特徴を変えられる可能性があると期待される．しかしな
がら，製品の製造に使用される納豆菌は，大手メーカーが自社開発したものを除くと，
前述のとおり，宮城野菌，高橋菌，成瀬菌の 3 株に限られる．これらの納豆菌は，い
ずれも IS4Bsu1 及び IS256Bsu1 を保有する 17,  31 )ほか，ビオチン要求性を示し，納豆菌
ファージに感染するという共通点を持つことが知られている．更に，これら 3 つの納
豆菌株が持つ IS4Bsu1 及び IS256Bsu1 の解析結果から，そのルーツは同じであるとする
研究報告もある 21)．  
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 納豆菌とは，B. subtilis に分類される細菌の中で，大豆を発酵し，納豆を製造できる
細菌を指す慣用名である．しかも，納豆菌の定義を詳細に記した文献はなく，また，
多様性についての報告は納豆の発酵に必要な遺伝子に言及した報告に限られている．
かつては稲わらに包んで納豆を製造していたことからも分かるように，納豆菌は稲わ
らに多く分布していると考えられている．そこで，稲わらから細菌類を収集し，納豆
製造能を有する株と近縁種の遺伝子型に基づく系統分類を行うことで納豆菌の定義を
明確にすると共に，株ごとの遺伝子や表現型の違いを評価することで自然に生息する
納豆発酵適性株の遺伝的多様性を調べることとした 32)．  
 
2-2 材料及び実験方法  
2-2-1 稲わら及び培地  
 納豆菌をサンプリングするための稲わらは，茨城県内を中心に，北海道から沖縄ま
で各地で生育したものを集めた（図 3）．納豆菌のスクリーニング用の培地は，
Luria-Bertani (LB) 培地 (トリプトン  1%, 酵母エキス 0.5%, 塩化ナトリウム  1%)または，
Tryptic Soy 培地 (カゼイン膵液消化物  3.4%, 大豆パパイン消化物  0.6%, デキストロー
ス  0.5%, 塩化ナトリウム  1%, リン酸二カリウム 0.5%)を用いた．  
 
2-2-2 納豆菌の収集  
 集めた稲わらを滅菌チューブに曲げ入れて滅菌水を注いだ．中等温度好性の栄養細
胞を除外し耐熱性胞子のみが残るよう， 95°C で 5 分加熱処理した．シリコ栓を付した
滅菌試験管に加熱処理した水層と通常使用する濃度の 2 倍濃度に調整した Tryptic Soy
培地を同量混合し，37°C で一晩振盪し集積培養した．培養液を適宜希釈し，Tryptic Soy
寒天培地 (カゼイン膵液消化物 1.5%, 大豆パパイン消化物 0.5%, 塩化ナトリウム  0.5%,  
寒天  1.5%)に塗抹して 37°C で一晩培養した．翌日，コロニーを単離し，GSP 寒天培地
(グルタミン酸ナトリウム一水和物  1.5%, サッカロース  3%, フィトンペプトン  1.5%, 
リン酸二水素カリウム  0.25%, リン酸水素二ナトリウム  0.17%, 塩化ナトリウム   
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図 3 稲わらの採取地 
図中の三角形が稲わらの採取地を示す．茨城県内から 8 か所と，茨城県外から 6か所の 
合計 14か所の稲を試験に使用した． 
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0.05%, 塩化マグネシウム七水和物  0.05%, ビオチン 100 μg/l)にて 37°Cで一晩培養した
31)．培養後，GSP 寒天培地上で γPGA を生成しているか否かを評価し，γPGA 生成能の
ある株を選抜し，これらを純粋培養し，納豆の製造試験に供した．  
 
2-2-3 納豆の製造試験  
 1919 年に提案され，1940 年代に工業的に広く普及した以下の手法を用いて納豆を製
造し品質評価を行った 3)．試験用の大豆は北海道産極小粒黄大豆スズマルを用いた．大
豆を 20°C の水に 16 時間浸漬した後，水を切り， 0.18 ～0.20 MPa で 30 分蒸煮した．
前項で純粋培養した試験菌株を約 1×105  CFU/ml (colony forming unit (CFU)／ml)になる
よう調製し，蒸した大豆 50 g に 0.5 ml ずつ添加，よく混合した．納豆菌を添加した蒸
し大豆を納豆発酵用のポリスチレン容器に盛り込み，空気穴の空いたビニル皮膜をか
けて蓋をした．39°C，相対湿度 (RH)90%で 18 時間発酵し，20°C，50%RH で 2 時間おき，
5°C で 1 日冷蔵した後 (図 1)，品質の評価を行った．硬さはサンプルである納豆の品温
を 20°C に揃えた後，ピークホールドタイプの上皿天秤 (新光電子 (株 ), VIBRA CG-620)
と専用のアダプターを用いて評価した (図 4) 33)．  
 
2-2-4 ビオチン要求性試験，IS4Bsu1 と IS256Bsu1 の有無及び納豆菌ファージ (B. subtilis  
bacteriophage NIT1)への感染試験  
ビオチン要求性試験には，茨城県内外より採取した納豆発酵適性株全 59 株と納豆を
作ることのできなかった株 29 株にポジティブコントロールとしての宮城野菌
（BEST195 と同一株）及びネガティブコントロールとしての B. subtilis  168trpC2 を加
えて合計 90 株を試験株とした．ビオチン添加と非添加の E9 寒天培地 (グリセロール 8%, 
クエン酸三ナトリウム二水和物 1.5%, 塩化アンモニウム  0.7%, リン酸水素二カリウム
0.05%, 硫酸マグネシウム七水和物  0.05%, 塩化鉄二水和物  0.0031%, 塩化カルシウム
二水和物  0.015%, 硫酸マンガン (Ⅱ )一水和物  0.1%)を作製した．ビオチン添加区分に
加えるビオチン濃度は 0.5 μg/ml とした．ディスポニードルで菌を培地に塗布して，37°C 
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図 4 大豆の切断強度測定用のアダプター 
A; テーブルにアダプターを平行においた状態（左）及び垂直に置いた状態（右） 
B; アダプターの大豆切断部分（図 4Aにおいて白く囲んだ部分）の拡大図 
 
 
 
 
 
 
A                                          B 
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で 3 日間培養して，生育を観察することで要求性を判断した． IS の有無はドットブロ
ットにより評価した．納豆発酵適性株 46 株と納豆を作ることのできなかった株 28 株
に宮城野菌及び B. subtilis  168trpC2 を加えて合計 76 株を試験株とした．ドットブロッ
トに使用したゲノム DNA は，試験管に注いだ LB 培地中 37°C で試験菌株を一晩振盪培
養した後， ISOPLANTⅡ (ニッポンジーン )を用いて添付のプロトコルに従って抽出・精
製した．ゲノム DNA 濃度と検出強度の相関を確認するために，宮城野菌については，
濃度勾配をつけて何点かドットブロット試験に供した．試験株はゲノム DNA 溶液の濃
度に応じて，使用量を段階的に分けた．具体的には，濃度が 40～120 μg/ml のサンプル
は 16 μl，120～200 μg/ml のサンプルは 10 μl，200～400 μg/ml のサンプルは 5 μl 使用し，
2 μl の EcoRI(TOYOBO, 10 U /μl)と 2 μl の 10×H Buffer 及び必要に応じて滅菌水を加え
て容量を調整し全量を 20 μl とした．サンプル調製後 37°C で 1 時間インキュベートし，
ゲノム DNA を消化した．プローブは， ISOPLANTⅡを用いて抽出・精製した宮城野菌
のゲノム DNA を制限酵素処理しない状態で用い，既報 15)に従って IS4Bsu1 と IS256Bsu1
を polymerase chain reaction (PCR)により増幅した．使用したプライマーを表  1 に示す．
反応終了後，Nucleo Spin ExtractⅡ (MACHEREY-NAGEL)により PCR 産物を精製後，濃
度を測定しプローブとした．メンブレンに Hybond-N＋ (GE Healthcare)を使用した．上
記の制限酵素消化したゲノム DNA をメンブレンに 10 μl (DNA 量として 0.32 ~ 1.0 μg)
ずつ添加し，乾燥した．プローブのラベリング及びハイブリダイゼーションは
Amersham Alkphos Direct Labelling Reagents (GE Healthcare)を用いて添付の説明書に従
って操作を行った．発色には Amersham Gene Images CDP-star Detection Kit (GE Health 
care)を用いた．メンブレンとフィルムをフィルムカセットにセット後，露光 1 時間で
撮影を行った．  
 ファージ感染試験には，ビオチン要求性試験と同じ 90 株を試験株として用いた．フ
ァージは予め力価を測定し 200 pfu/ml となるよう調整した NIT1 ファージを用いた．
55°C に保った 3 ml の 0.7% LB 軟寒天に，前培養した 100 μl の試験株と同量の NIT1 フ
ァージを添加，ボルテックスし，素早く LB 寒天培地に重層した．37°C で一晩培養し  
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表1  IS4Bsu1 and IS256Bsu1 の増幅に用いたオリゴヌクレオチドプライマーa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
プライマー名          配列   
(IS4Bsu1増幅用 )   
TnpIS4Bsu1 up   5’- AAGGACAATAAGCATGGATAAG -3’ 
TnpIS4Bsu1 dn   5’- ACTATAATCTTTGACGAGTGCA -3’ 
 
(IS256Bsu1増幅用) 
IS Bsu2 5’         5’- TAACAAGATTATCGAACAGTATCAGCC -3’ 
IS Bsu2 3’           5’- AGCTAGAGTGGATACTTTCAACGGC -3’ 
a
オリゴヌクレオチドプライマーは北海道システムサイエンスより購入した．  
 
 
a
oligonucleotide primers were purchased from Hokkaido System Science (Sapporo, Japan)  
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ハロの生成の有無からファージに感染するか否かを評価した 13)．  
 
2-2-5 Multilocus sequence typing (MLST)法による解析  
B. subtilis 種の複合体は関連種の密集した集団であり，16S rRNA 遺伝子の系統解析で
はその複合体中の種を分けることが出来ない 20)．最近，B. subtilis の新たな分類群を見
出す手法として 16S rRNA 遺伝子に加え 5 遺伝子 (rpoB, purH, gyrA, groEL, polC)のヌク
レオチドシーケンスの多様性に基づく分類法が用いられている 20 )．この手法を納豆製
造能のある 16 株と納豆製造能のない 9 株に適用した．なお，菌の選抜の際に IS を持つ
株と持たない株の両方が入ること及びなるべく多くの採取地域の稲わらに由来する株
が入るように考慮した．既報に従い 20)，ギラーゼサブユニット A (gyrA)，RNA ポリメ
ラーゼ β サブユニット  (rpoB)，ホスホリボシルアミノイミダゾールカルボキシアミド
ホルミルトランスフェラーゼ (purH)，DNA ポリメラーゼⅢα サブユニット (polC)，60-kDa
ヒートショックプロテイン GroEL (groEL)と 16S rRNA の部分配列を解析した．ユニバ
ーサルオリゴヌクレオチドプライマーである 27f (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’)
と 1387r (5’-GGGCGGWGTGTACAAGGC-3’)を 16S rRNA 遺伝子の増幅に用いた 34)．他
の全遺伝子の増幅及びシーケンスに用いたプライマーは表 2 に示した 20)．増幅産物の
シーケンスは，ベックマンコールター DTCS クイックスターターキット (Beckman 
Coulter)と DNA シーケンサーCEQ8000 (Beckman Coulter)を用いて行った．連結したシ
ーケンス配列は gyrA から 906 bp，rpoB から 947 bp，purH から 774 bp，polC から 687 bp，
groEL から 831 bp，そして 16S rRNA から 1220 bp で合わせて 5,365 bp から構成される．
今回シーケンスを行った株の配列に B. subtilis 168と BEST195 の相同遺伝子配列も含め
た．既報 20)の Bacillus 属近縁種に加えて，今回の 6 遺伝子を連結したシーケンス配列
を系統解析に供し，納豆菌と近縁種との系統分類的な位置づけを明らかにした．遺伝
子シーケンスデータの系統解析は近隣結合法 (neighbor-joining method, NJ 法 )を用いて
行った 35)．コンピュータプログラム MEGA3.1 を用い，Tamura-Nei のガンマ距離から
NJ ツリーを再構築した 36)．  
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表2  gyrA, rpoB, purH, polC 及び groELの増幅及びヌクレオチドシーケンスに用いたオ
リゴヌクレオチドプライマーa 
 
プライマー名         プライマーの塩基配列 
 
 gyrA-42f  5’- CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT -3’ 
 gyrA-1066r  5’- CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT -3’ 
 
 rpoB-2292f  5’- GACGTGGGATGGCTACAACT -3’ 
 rpoB-3354r  5’- ATTGTCGCCTTTAACGATGG -3’ 
 
 purH-70f  5’- ACAGAGCTTGGCGTTGAAGT -3’ 
 purH-1013r  5’- GCTTCTTGGCTGAATGAAGG -3’ 
 
 polC-1505f  5’- TTGTCGCTCAYAATGCAAGC -3’ 
 polC-2337r 5’- YTCAAGCATTTCRTCTGTCG -3’ 
 
 groEL-550f 5’- GAGCTTGAAGTKGTTGAAGG -3’ 
 groEL-1497r 5’- TGAGCGTGTWACTTTTGTWG -3’ 
 
a
オリゴヌクレオチドプライマーは北海道システムサイエンスより購入した． 
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2-2-6 Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)法による解析  
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)法による解析 19)は  AFLP Microbial 
Fingerprinting kit (Applied Biosystems)を用いて行った． LB 培地で細菌を培養し，  
IsoplantⅡ (ニッポンジーン )で DNA の抽出を行った．キットの操作説明書に従い， 1 μg
のゲノム DNA を 10 U の MseI と 8 U の EcoRI を含む 20 μl のバッファに添加し 37°C で
1 時間インキュベートした．  
0.5 μl の制限酵素消化反応液， 5.5 μl の 2×T4 DNA Ligation mix (ニッポンジーン )，
1.0 μl の 0.5 M NaCl，1.0 μl の 0.5 mg/ml BSA，1.0 μl の MseI アダプター，1.0 μl の EcoRI 
アダプター，1.0 μl の滅菌水を混合し，16°C で 1.5 時間インキュベートして反応を完了
させた．反応完了後，189 μl の TE0. 1  (10 mM Tris-Cl, pH8.0)を添加し，次の Preamplification 
reactions の鋳型 DNA とした． 4.0 μl の鋳型  DNA， 0.5 μl の EcoRI-0 プライマー
(5’-GACTGCGTACCAATTC-3’) ， 0.5 μl の MseI-0 プ ラ イ マ ー
(5’-GATGAGTCCTGAGTAA-3’)及び 15 μl の AFLP amplification Core Mix を混合し増幅
反応に供した．増幅反応は，72°C，2 分で変性した後，94°C，20 秒（変性），56°C，30
秒（アニール）， 72°C，2 分（伸長）の 3 反応を 20 サイクル繰り返した．反応終了後，
反応液を TE0. 1, 0.1 mM EDTA(pH8.0))で 2.5 倍希釈して，Selective amplification reactions
に供した．1.5 μl の希釈した Preamplification reaction の反応液，0.5 μl の MseI-A プラ
イマー，0.5 μl の EcoRI-AC プライマー，7.5 μl の AFLP amplification Core Mix を混合
し Touch down PCR にて増幅反応を行った．94°C，2 分で変性した後，94°C，20 秒（変
性），66°C，30 秒（アニール），72°C，2 分（伸長）の 3 反応を 1 サイクル毎にアニー
ル温度を 1°C ずつ下げ 56°C まで 10 サイクル繰り返した．次に変性反応と伸長反応の
条件はそのまま，アニール温度を 56°C にして更に 20 サイクル繰り返した．最後に，
60°C で 30 分伸長反応を行い，増幅反応を完了した．なお，EcoRI-AC プライマーは
6-carboxyfluorescein (FAM)でラベルされており，蛍光検出が可能になっている．  
次に，反応産物を，電気泳動にて確認した．泳動は，シーケンス電気泳動装置
BE-623(無蛍光ガラス；縦 36 cm×横 20 cm)((株 )バイオクラフト )を用いて行った． 6%
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のポリアクリルアミドゲルを調製した．4.2 μl の PCR 産物と 0.8 μl のローディングダイ
を混合し泳動サンプルとした．TBE バッファ (8.9 mM Tris, 8.9 mM ホウ酸 , 0.2 mM EDTA 
(pH8.3))を泳動液に用いて 1000 V 定圧で 120 分泳動した．マーカーには，50～2,500 bp 
DNA marker（タカラバイオ）を使用した．泳動後の検出は，Typhoon 9200 (GE Healthcare)
で行った (excitation, 488 nm; emission, 526 nm)．  
ゲル電気泳動の他に ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)及び Gene 
Mapper software (Applied Biosystems) を用いてフラグメント解析を実施した． 4 μl のサ
ンプル，24 μl の Hi-Di ホルムアミド及び red rhodamine-based fluorescent dye (ROX)でラ
ベルされた内部標準サイズマーカーである Genescan 400HD (Applied Biosystems)を 0.5  
μl 混合した．95°C，5 分加熱処理後，氷冷し，泳動に供した．内部標準のサイズマーカ
ーにより，個々のフラグメントのサイズ判定と定量を自動で行い，その結果はクロマ
トグラムとテーブルデータとして得た．  
 
2-2-7 主成分分析 (PCA)による納豆発酵適性株と適性のない株の識別  
 AFLP のフラグメントパターンを基に，R の arules パッケージを用いて，ダイス係数
を求め，R により PCA を実施した．  
 
2-2-8 納豆発酵適性株と B. subtilis 168 株の bioF 及び bioW の解析  
 試験菌株の bioF を PCR により増幅し，アガロースゲル電気泳動によりフラグメント
サイズを比較した．また，bioW の塩基配列解析を実施した．  
 
2-3 実験結果  
2-3-1 納豆菌の収集及び納豆の試作試験と試作した納豆の評価  
 集めた稲わら及び菌株について図 3 及び表 3 にまとめた．104 の稲わらサンプルから，
424 株の胞子形成能及び γPGA 生成能のある細菌を収集した．2-2-3 に記載した方法で
納豆の試作を行い，試作した納豆を評価した．単離した株を添加しない場合は蒸した  
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表 3  採取した稲わら及び単離した菌株の納豆発酵適性  
 
   
 
 
 
 
 茨城県内      
 常陸大宮地区  8 0 28 
 水戸地区  26 14 25 
 つくば地区  5 0 33 
 土浦地区  5 0 14 
 行方地区  9 21 10 
 稲敷地区  6 4 0 
 坂東地区  19 7 88 
 筑西地区  15 2 86 
茨城県外  
 北海道札幌地区  2 0 22 
 宮城県仙台地区  2 1 20 
 新潟県上越地区  1 0 1 
 広島県福山地区  2 10 5 
 福岡県筑後地区  2 0 12 
 沖縄県石垣地区  2 0 21 
合計     104  59   365 
 
 
稲わらの  
採取数  
単離した γPGA 生成能のある菌株数  
稲わらの
採取場所  
納豆発酵  
適性あり  
納豆発酵  
適性なし  
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大豆上に微生物の増殖は見られず，蒸した大豆に由来する微生物の混入がないことを
確認した．試作した納豆はまず，蒸した大豆上で細胞が均一な膜状に生育をしている
かという観点に基づき外観で評価した．菌の生育が見られず素豆の部分がある，不均
一なコロニーを形成する，或いは豆から垂れるような水あめ様のバイオフィルムを形
成したものは納豆発酵適性がないと判定した．また，豆の硬さを測定し，発酵前後で
硬さの変化が小さく発酵が進んでいないと思われるものも納豆発酵適性がないと判断
した．次にかき混ぜて粘りや香りのチェックを行った．蒸した大豆の上で γPGA を合成
できない，粘りが足りない或いはアンモニアの臭いが強いものも納豆発酵適性がない
と判断した (図 5)．424 株中，納豆発酵適性があると判断した株は合計で 59 株であった．
稲の品種間と得られた納豆発酵適性株の数に相関は見られなかったが，個体差は大き
く，納豆加工適性を有する菌株が多数得られた稲わらがある一方で，適性菌株が全く
得られなかった稲わらもあった．  
 
2-3-2 ビオチン要求性， IS4Bsu1 と IS256Bsu1 の有無及び納豆菌ファージ (B. subtilis  
bacteriophage NIT1)への感染試験  
ビオチン要求性について試験を行った結果，納豆発酵適性株 59 株の内，ビオチン添
加の有無に関わらず最少培地では生育しないため，ビオチン以外の栄養要求性がある
と思われる菌株が 3 株有った (Namegata-4-1, Namegata-4-2, Namegata-5-2)が，それ以外
の 56 株の納豆製造能のある株は生育にビオチンが必要であることが分かった (表 4)．
また，納豆発酵適性のない株は，例外なく生育にビオチンを必要としなかった (表 5)．  
IS4Bsu1 と IS256Bsu1 を保有しているか否かについてドットブロット試験を行った結
果，納豆の種菌メーカーが販売してきた納豆菌株である宮城野菌，高橋菌，成瀬菌の 3
株はすべて IS4Bsu1 及び IS256Bsu1 を保有しているが，納豆発酵適性株 46 株において
は，これらを保有する株と保有しない株が混在し， 19 株は IS4Bsu1 及び IS256Bsu1 の
どちらも持っておらず，27 株は両方を持っていた．一方で，納豆発酵適性のない株か
ら無作為に選抜した 28 株のうち，Bandou 23-5-2 のみが IS256Bsu1 を持っていたが IS4  
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図 5 納豆発酵適性のある株と適性のない株で製造した納豆の様子  
納豆発酵適性のある株で製造した納豆は均一に菌膜で覆われ，適性のない株で製造し
た場合，菌膜は均一にならない．混ぜた後では，適性のある株では，十分な糸引きが
あるのに対して，適性のない株では糸引きは起こらない．  
 
 
 
納豆発酵適性
のある株
納豆発酵適性
のない株
かき混ぜる前
かき混ぜた後
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表 4 納豆発酵適性株のビオチン要求性， IS の有無及び納豆菌ファージへの感染  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a “+”及び“＋＋”はビオチン要求性があることを示し， “NA”はビオチンを添加しても生
育せず，ビオチン以外の要求性があることを示す．  
b “＋”は IS を持っていることを示し，“－ ”は持っていないことを示す．また ,空欄は試
験未実施を示す .   
c “s”はファージに感染することを示す．  
菌株名 ビオチン要求性a IS4Bsu1 b IS256Bsu1 b ファージ(NIT1)感受性c
Bandou-7-3 ++ － － s
Koga-14-1 ＋ ＋ ＋ s
Sakai-17-1 ＋ s
Sakai-17-3 ＋ ＋ ＋ s
Sakai-17-4 ＋ ＋ ＋ s
Banndou-21-2 ＋ ＋ ＋ s
Bandou-27-1 ＋ － － s
Tikusei-11-1 ＋ － － s
Tikusei-11-4 ＋ ＋ ＋ s
Inasiki-2-1 ＋ － － s
Inasiki-2-2 ＋ ＋ ＋ s
Miho-3-1 ＋ ＋ ＋ s
Ryuugasaki-4-1 ＋ ＋ ＋ s
Namegata-1-1 ＋ ＋ ＋ s
Namegata-1-2 ＋ s
Namegata-2-2 ＋ ＋ ＋ s
Namegata-2-3 ＋ s
Itako-3-1 ＋ － － s
Itako-3-2 ＋ － － s
Itako-3-3 ＋ － － s
Namegata-4-1 NA － － s
Namegata-4-2 NA － － s
Namegata-5-1 ＋ － － s
Namegata-5-2 NA － － s
Namegat-6-2 ＋ ＋ ＋ s
Namegata-6-3 ＋ ＋ ＋ s
Namegata-7-1 ＋ － － s
Namegata-7-2 ＋ － － s
Namegata-8-1 ＋ － － s
Namegata-8-3 ＋ － － s
Namegata-8-5 ＋ － － s
Itako-9-1 ＋ ＋ ＋ s
Itako-9-2 ＋ s
Itako-9-3 ＋ s
Ibarakimati-6-1 ＋ ＋ ＋ s
Ooarai-10-1 ＋ s
Miyagi-4 ＋ － － s
Hiroshima-5 ++ ＋ ＋ s
Hiroshima-6 ＋ s
Hiroshima-7 ＋ ＋ ＋ s
Hiroshima-8 ＋ ＋ ＋ s
Hiroshima-9 ＋ s
Hiroshima-10 ++ s
Hiroshima-11 ++ s
Hiroshima-12 ++ s
Hiroshima-13 ++ － － s
Hiroshima-14 ++ ＋ ＋ s
Mito-5-1 ＋ ＋ ＋ s
Mito-5-2 ＋ ＋ ＋ s
Mito-5-3 ＋ ＋ ＋ s
Mito-5-4 ＋ ＋ ＋ s
Mito-5-5 ＋ s
Mito-5-6 ＋ ＋ ＋ s
Mito-5-7 ＋ s
Mito-5-8 ++ ＋ ＋ s
Mito-5-9 ＋ ＋ ＋ s
Mito-5-11 ++ ＋ ＋ s
Mito-5-12 ++ ＋ ＋ s
Mito-5-10 ++ － － s
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表 5 納豆発酵適性がない株のビオチン要求性，IS の有無及び納豆菌ファージへの感染  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a “－”はビオチン要求性がないことを示す．  
b “＋”は IS を持っていることを示し，“－ ”は持っていないことを示す．また ,空欄は試
験未実施を示す .  
c “s”はファージに感染し， “i”は曖昧であること， “r”は感染しないことを示す．  
 
菌株名 ビオチン要求性a IS4Bsu1 b IS256Bsu1 b ファージ(NIT1)感受性c
Bandou-2-3 － － － r
Bandou-6-2 － － － i
Bandou-6-3 － － － i
Koga-9-4 － － － s
Koga-29-5 － － － s
Bandou-10-4 － － － s
Bandou-23-1 － － － r
Bandou-23-5-2 － － ＋ r
Bandou-27-4 － － － i
Bandou-28-1 － － － r
Mito-3-1 － － － r
Mito-5-13 － － － r
Mito-7-4 － － － s
Hitachioomiya-5-1 － － － i
Kasumigaura-3-2 － － － r
Tikusei-4-3 － － － r
Tikusei-4-4 － － － r
Tikusei-6-1 － － － r
Tikusei-10-6-2 － － － r
Tikusei-12-1-2 － － － r
Tikusei-12-1 － － － s
Tikusei-14-1 － － － s
Miyagi-2 － － － r
Miyagi-5 － － － r
Miyagi-6 － － － s
Hitachioomiya-8-2 － － － r
Sakuragawa-10-1 － － － r
Goka-4-3 － － － r
Niigata-1 － r
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Bsu1 を持たず，他の株については 1 株も IS4Bsu1 及び IS256Bsu1 を持っていないこと
が明らかになった．しかも，使用するゲノム DNA 濃度を合わせたにも関わらず，Bandou 
23-5-2 株のドットブロットのスポットが他の株よりも明らかに濃かったことから，
IS256Bsu1 のコピー数が多いことが示唆された (図 6)．  
納豆菌ファージ NIT1 への感染試験では，59 株全ての発酵適性株で例外なくハロの形
成が見られ，感染を示した．一方で，発酵適性のない株 29 株の内，7 株が NIT1 に感染
した．この内の 3 株を，後に結果を述べる MLST に供し菌種を同定したところ，2 株が
B. amylolquefaciens  subsp. plantarum で，1 株が B. amylolquefaciens だった．このことか
ら，納豆菌ファージ NIT1 は納豆発酵適性株以外にも感染を示し，NIT1 感染が納豆発
酵適性株の指標にならないことも判明した．試験結果の一覧を表 4 及び表 5 に示した．
また，その中で，AFLP に供した株の試験結果を表 6 にまとめた．  
 
2-3-3 MLST 法による納豆発酵適性株と近縁種の系統解析  
2-2-6 で 16 株の納豆発酵適性株と 9 株の発酵適性のない株 (表 6)に対して実施した，
6 つの遺伝子領域（ギラーゼサブユニット A (gyrA)，RNA ポリメラーゼ β サブユニット  
(rpoB)，ホスホリボシルアミノイミダゾールカルボキシアミドホルミルトランスフェラ
ーゼ  (purH)，DNA ポリメラーゼⅢα サブユニット  (polC)，60-kDa ヒートショックプロ
テ イ ン GroEL (groEL) 及 び 16S rRNA) の シ ー ケ ン ス 結 果 は ， DDBJ 
(http://www.ddbj.nig.ac.jp/index-j.html)に登録した． (Accession number は，AB610803 か
ら AB610831，AB610982 から AB611007，AB612148 から AB612201，AB615242 から
AB615268 及び  AB615380 から AB615406． ) 
遺伝子解析後，配列を比較して，系統解析を実施したところ，納豆発酵適性がある
16 株（Bandou-7-3, Hiroshima-13, Hiroshima-14, Ibarakimachi-6-1, Inashiki-2-1, Itako-9-1, 
Mito-5-1, Mito-5-10, Miyagi-4, Namegata-2-2, Namegata-6-2, Namegata-7-1, Ooarai-10-1, 
Ryuugasaki-4-1, Sakai-17-3, Tikusei-11-1）は，例外なく系統樹内の B.subtilis subsp. subtilis
に属する菌株であることが分かり，更に全ての発酵適性株はまとまった範囲に固まっ   
26 
 
 
 
図 6 IS4Bsu1 と IS256Bsu1 の PCR 産物をプローブとして用いた Bandou-23-5-2 と宮城野株のドット
ブロット分析結果 
 
 
 
IS4Bsu1
IS256Bsu1
Bandou-23-5-2 Miyagino
使用した
ゲノムDNA量
株名
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表 6 納豆発酵適性のある株及び適性のない株の特性評価 
 株名 bioa IS4Bsu1a  IS256Bsu1a        種 b       ファージ感染 c 
納豆発酵適性のある株 
Bandou-7-3 － － － B.s. subsp. subtilis s 
Hiroshima-13 － － － B.s. subsp. subtilis s 
Hiroshima-14 － + + B.s. subsp. subtilis s 
Ibarakimachi-6-1 － + + B.s. subsp. subtilis s 
Inashiki-2-1 － － － B.s. subsp. subtilis s 
Itako-9-1 － + + B.s. subsp. subtilis s 
Mito-5-1 － + + B.s. subsp. subtilis s 
Mito-5-10 － － － B.s. subsp. subtilis s 
Miyagi-4 － － － B.s. subsp. subtilis s 
Namegata-2-2 － + + B.s. subsp. subtilis s 
Namegata-6-2 － + + B.s. subsp. subtilis s 
Namegata-7-1 － － － B.s. subsp. subtilis s 
Ooarai-10-1 － + + B.s. subsp. subtilis s 
Ryuugasaki-4-1 － + + B.s. subsp. subtilis s 
Sakai-17-3 － + + B.s. subsp. subtilis s 
Tikusei-11-1 － － － B.s. subsp. subtilis s 
納豆発酵適性のない株 
Sakuragawa-10-1 + － － B.a. r 
Goka-4-3 + － － B.a. r 
Bandou-23-5-2 + － + B.s. subsp. subtilis r 
Mito-7-4 + － － B.a. subsp. plantarum s 
Mito-5-13 + － － B.a. subsp. plantarum r 
Miyagi-2 + － － B.s. subsp. subtilis r 
Hitachioomiya-8-2 + － － B.a. subsp. plantarum s 
Tikusei-12-1 + － － B.a.  s 
Tikusei-14-1 + － － B.a. subsp. plantarum r 
参照株 
BEST195(宮城野菌) － + + B.s. subsp. subtilis s 
168 trpC2 + － － B.s. subsp. subtilis r 
 
a2-2-5に記載の方法に従いgyrA, rpoB, purH, polC 及びgroEL のmultilocus nucleotide sequencing
により決定した．a “+”はその遺伝子を持っていることを意味し，“－”は持っていないことを意味する．
b B.s.は Bacillus subtilis を B.a.は Bacillus amyloliquefaciens を意味する． 
c B. subtilis バクテリオファージであるNIT1 に感染するか否かを表す．s は感染する，r は感染し
ないことを意味する．
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て分類された  (図 7)．なお，宮城野菌もこの集団内に分類された． B. subtilis  subsp. 
subtilis 内にまとまって集団を形成した菌株の多くは，今回解析を行った gyrA, rpoB, 
purH, polC, groEL, 16S rRNA に関してかなり相同性の高い遺伝子配列を持っていた．
B-3666 は，1969 年に Hinode company (Los Angeles, California)で商業的に納豆製造に用
いていた株，B-4008 は 1971 年に東京の Food Research Institute で製造に利用されてい
た株であるが，どちらもこの集団に属していた (図 7)．逆に，納豆の発酵適性のない株
については，Miyagi-2 と Bandou-23-5-2 は納豆発酵適性株と同じ B. subtilis  subsp. subtilis
に分類されたが，納豆製造能を有する集団とは明確に区別される位置に分類されてい
た．このことから同じ B.subtilis  subsp. subtilis でも納豆発酵適性株と納豆発酵適性のな
い株は MLST により識別可能であることが明らかになった．納豆発酵適性のない株の
うち，Tikusei-12-1, Hitachioomiya-8-2, Mito-7-4, Tikusei-14-1, Mito-5-13, Sakuragawa10-1
及 び Goka4-3 の 7 株 は B. amyloliquefaciens に 分 類 さ れ た ( 図 7) ．  
Sakuragawa-10-1,Goka-4-3 そして Tikusei-12-1 の 3 株は，B. amyloliquefaciens の既に知
られている二つの亜種 (B. amyloliquefaciens subsp.  plantarum と B. amyloliquefaciens 
subsp.  amyloliquefaciens)の仲間ではないという結果だった．これらの 3 菌株は Bacillus
属 の 新 種 で あ る か ， B. amyloliquefaciens の 新 し い 亜 種 で あ る 可 能 性 が あ る ．
Bandou-23-5-2 はガーナの砂から単離された株  (BD-567)と系統分類上，近い位置に分類
された．日本で採取された菌株の中に，全く環境の異なる遠く離れたアフリカ大陸か
ら採取された株と遺伝的に相同性の高い株があるという興味深い結果が得られた．  
 
2-3-4 AFLP 法による菌株間の相互識別  
納豆発酵適性株及び納豆発酵適性のない株を AFLP に供し，ゲル電気泳動と ABI 
Prism 310 Genetic Analyzer 及び Gene Mapper software を用いたフラグメント解析を行い
72 の遺伝子座を同定した．試験の概要を記載する．ABI Prism 310 Genetic Analyzer に
よるフラグメント解析データの一例として，宮城野菌，Bandou-23-5-2 及び B. cereus の
クロマトグラムを示した (図 8)．図 8A にはクロマトグラムの全体像を，図 8B には一部
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図7 B.subtilis及びその近縁種と納豆発酵適性がある株の系統分類学的な位置づけ  
系統樹はgyrA, rpoB, purH , polC, groEL, 及び  16S rRNA遺伝子の配列を連結し，近隣結合法
を用いて再構築した．枝分かれ部分にある数字はブートストラップパーセンテージを示し
ている（ 50%よりも大きい値のみ記載．）．B.cereusは系統樹の根を形成するための外集団
の分類群として用いた．本研究で解析した以外のシーケンスデータは，ルーニー氏らによ
る研究で得られたデータである 20)．  
なお，今回のスクリーニングで得た株で，納豆発酵適性株に赤丸を，発酵適性のない株に
青丸をつけた．  
B. subtilis subsp. subtilis
B. amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens
B. amyloliquefaciens
B. amyloliquefaciens subsp. plantarum
B. subtilis (natto)
（宮城野菌）  
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図 8 宮城野菌（上段），Bandou-23-5-2（中段） 及び B. cereus （下段）の AFLP フラグメ
ントパターンクロマトグラム 
(A) 3株のクロマトグラムの全景. (B) 図 8Aにおいて丸で囲んだ部分の拡大図. クロマトグ
ラム中の，同じアルファベットは共通するフラグメントピークを示し，違うアルファベッ
トは異なるフラグメントピークを表す．  
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分を拡大して示した．保持時間の異なるピークはそれぞれ異なる遺伝子座として認識
され，順に番号が付けられる．例えば，図 8B において宮城野菌では a～e のピークが
検出された．Bandou23-5-2 では，a，b，e のピークは宮城野菌と共通するが， c，d の
ピークが検出されていないのに加え，新たに f，g，h，i のピークが検出された．更に，
B. cereus では， j～n の 5 つのピークが検出されたが，宮城野菌，Bandou23-5-2 と共通
するピークは一つもない．この要領でフラグメント解析から得られたデータを解析し，
72 の遺伝子座を同定した．試験に供した 27 株について，72 の遺伝子座の有無を一つ
ずつ判定し，結果を一覧にまとめたものを図 9 に示した．こうして得られた遺伝子座
のパターンデータを解析し，系統樹を作成した結果を，PCR 増幅 DNA 断片の電気泳動
図を添えて図 10 に示した．本試験の結果，分類上の相対的な位置関係は MLST で行っ
た系統解析の結果と一致し，納豆発酵適性のある株と納豆発酵適性のない株は明瞭に
識別され，系統樹上で互いに遠い位置に帰属された．また，図 10 において，納豆製造
能があり MLST で B. subtilis  subsp.  subtilis 内のまとまった範囲に集団を形成した株を
点線で囲んだ．図 10 で系統樹の右側に付属した電気泳動結果では，互いにフラグメン
トパターンが似通っていた．AFLP のフラグメントパターンが似ているという結果は，
納豆発酵適性のある株同士が非常に近接した関係性であることを示しているが，ABI 
Prism 310 Genetic Analyzer 及び Gene Mapper software による解析の結果，Ooarai-10-1，
Itako-9-1，Hiroshima-14，Mito-5-10 の 4 株及び Sakai-7-3, BEST195（宮城野菌）の 2 株
以外の株は遺伝子座の違いが認められ，系統樹上で別の株として帰属され相互識別す
ることが可能だった．なお， IS4Bsu1 及び IS256Bsu1 の有無も併せると，Ooarai-10-1，
Itako-9-1，Hiroshima-14，Mito-5-10 の中で Mito-5-10 だけが IS4Bsu1 及び IS256Bsu1 を
有していないことから，その他の株と識別が出来る．  
 
2-3-5 主成分分析 (PCA)による納豆発酵適性株と適性のない株の識別  
AFLP パターンから PCA を実施した結果を図 11 に示した．第 1 主成分は全試験株の
AFLP パターンデータの分散を最大限にするよう選択された線形結合により，AFLP パ
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Sample
Name
Miyagino
Sakai
-17-3
Inashiki
-2-1
Namegata
-2-2
Itako
-9-1
Ooarai
-10-1
Miyagi-4
Hiroshima
-13
Hiroshima
-14
Mito
-5-10
Bandou
-7-3
Tikusei
-11-1
Namegata
-6-2
Namegata
-7-1
Ibaraki-
machi
-6-1
Mito-5-1
Sakura-
gawa-10-1
Goka-4-3
Bandou
-23-5-2
Mito-7-4
Tikusei
-14-1
Hotachi-
oomoya
-8-2
Tikusei
-12-1
Miyagi-2 Mito-5-13 B. cereus
B. subtilis
168
Allele 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Allele 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Allele 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1
Allele 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0
Allele 5 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Allele 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0
Allele 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0
Allele 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Allele 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0
Allele 10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1
Allele 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0
Allele 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0
Allele 13 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0
Allele 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Allele 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Allele 16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1
Allele 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0
Allele 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Allele 21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0
Allele 22 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Allele 23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 24 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1
Allele 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0
Allele 26 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Allele 27 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1
Allele 28 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 29 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Allele 31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0
Allele 32 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1
Allele 33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0
Allele 35 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
Allele 37 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 38 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Allele 39 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1
Allele 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Allele 41 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0
Allele 42 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1
Allele 43 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 44 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
Allele 45 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 46 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1
Allele 47 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1
Allele 48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Allele 49 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
Allele 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Allele 51 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
Allele 52 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0
Allele 53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 54 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
Allele 55 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0
Allele 56 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0
Allele 57 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Allele 58 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Allele 59 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0
Allele 60 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Allele 61 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 62 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 63 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 64 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Allele 65 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Allele 66 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0
Allele 67 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 68 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0
Allele 69 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0
Allele 70 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Allele 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Allele 72 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9 AFLPに供した株の遺伝子座パターン  
色を付けたセルは，ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) 及び Gene Mapper software (Applied Biosystems)を用いた AFLP
のパターン解析で遺伝子座として検出されたことを意味する． 
3
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図10 蛍光ラベルされたAFLPパターンと解析した27株の系統樹  
系統樹はダイス係数37, 38)を用いたソフトウェアで全ての株間の対比較を行った結果から構築した．分析した株の名前は，それぞれのPCR
増幅DNA断片のポリアクリルアミドゲル電気泳動図を添えて右側に記載した．納豆発酵適性株を点線で囲んだ． 
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図 11 AFLP の遺伝子座に基づく主成分分析のバイプロット  
白丸は納豆発酵適性のる株の遺伝子座を解析した結果を表し，黒丸は納豆発酵適性の
ない株の結果を表す．第一主成分（横軸）は全ての試験株の AFLP パターンからなる一
連の結果  について分散を最大にするよう選択した線形結合により AFLP パターンを変
換して得られた値である．これは単独の変数で可能な限り多様性が大きくなるよう構
成されている．第二主成分（縦軸）は，第一主成分とは直行しながら多様性を最大に
する別の線形結合から得られている．  
35 
 
ターンデータを変換することで得られた値であり，第 2 主成分は，第 1 主成分とは直
行しながら分散を最大限にする線形結合から得られた値である．納豆発酵適性株の第 1
及び第 2 主成分は，左下にのみマッピングされ，発酵適性のない株とは離れた位置に
独自の集団を形成した（図 11）．PCA において多くの発酵適性のない株は第 1 主成分に
より識別されたが，発酵適性のない株のうち，3 株の B. subtilis  subsp. subtilis は第 2 主
成分で識別された．   
 
2-3-6 納豆発酵適性株と B. subtilis  168 株の bioF 及び bioW の解析  
表 6 に挙げた 16 株の bio 変異納豆発酵適性株のゲノム DNA から bioF と bioW を増幅
した．試験した全ての株から増幅した bioF 断片は，野生型で予期されるよりも短く，
bioF で欠損が起こっている BEST195 とフラグメントサイズが一致していた (図 12)．
BEST195 株（宮城野菌）で見られる bioW のナンセンス変異も 16 株の bio 変異株で確
認された．  
 
2-4 考察  
稲わらから γPGA 生成能のある菌株を収集し，納豆発酵適性を評価したところ，納豆発
酵適性のある株を数多く収集できる稲わらがある一方で，全く適性株を採取できない
稲わらもあった．Bacillus 属細菌が胞子形成能を有することは知られている．稲わらか
ら細菌類を集める際，熱に弱い細菌類が死滅し，熱に耐性の高い胞子形成能がある細
菌類が多く残ることを期待して， 95°C で 5 分加熱処理し，更に，GSP 寒天培地で γPGA
生産能を有する菌株を選択的に収集した．Bacillus 属である B. pumilus や B. licheniformis
も本研究で採用した条件下で γPGA を生産することが報告されており 39)，これらの株
も本研究で収集した 424 株の中に含まれていた可能性がある．しかし MLST に供した
株は，B. cereus と確認された Niigata-1 株を除き B. subtilis と B. amyloliquefaciens が占
めていた．菌株を収集した稲わらの中には，B. cereus と確認された Niigata-1 株とコロ
ニーの外観が類似した B. cereus と思われる株が優先して生育している稲わらも確認さ
36 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 12 BEST195(宮城野菌 )を含めた納豆発酵適性株と B.subtilis168 の bioF の PCR 結果
の比較   
全ての納豆発酵適性株は bioF に欠損があるため，B. subtilis168 に比較して小さな PCR
産物が得られた．  
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れた．MLST や AFLP に供する株を選択する時点で完全に無作為ではないため，バイア
スが掛かっている可能性も否定できないが，多くの稲わらに生息する Bacillus 属細菌は
B. subtilis と B. amyloliquefaciens が大勢を占めるのかも知れない． γPGA 生産能を指標
として収集した 424 株の細菌の中で，納豆発酵適性を有する株は 59 株しか収集できず，
他の 365 株は納豆発酵適性を持たない株であった．これら 59 株の納豆発酵適性株は日
本中の様々な場所で収集した稲から得られたが，場所によって収集できた納豆発酵適
性株の数に偏りが見られた．また，例えば茨城県稲敷地区や新潟上越地区においては，
納豆発酵適性の有無に関わらず採取できた株の数そのものが少なかった (表 3)．こうし
た結果の偏りは，稲わらのサンプリング時期が異なることや，その後の乾燥条件，あ
るいは保存状態も均一にコントロールされていなかったことに起因する可能性がある．
現在の商業的なわら納豆製造は，わらを滅菌した上で，蒸した大豆に純粋培養した納
豆菌を添加して製造されるが，かつて家庭で製造していたわら納豆は，わらに自生し
ている菌により発酵させていた．優先する菌叢によって糸引きや品質が安定しなかっ
たことが容易に想像される．  
現在種菌メーカーより製造販売されている納豆菌は宮城野菌，高橋菌，成瀬菌の 3
種であるが，今回試験を実施した，ビオチン要求性や IS の有無，納豆菌ファージへの
耐性など，3 種全てに共通する特徴がいくつかあると報告されている 17,  31 )．今回試験
に供した納豆発酵適性株も，ビオチン要求性を示す点と納豆菌ファージに感染する点
について共通していた．中でもビオチン要求性は，ビオチンを加えても生育しなかっ
た発酵適性株が若干見られたものの，適性株と非適性株間に明らかな差異が見いださ
れたことから，納豆発酵適性と非常に強くリンクしていると推察される．ビオチンは
補酵素として働くだけでなく，転写因子に直接結合して細胞内代謝フラックスを変え
ることが知られている (biotin sensing)40,  41 )．bio 変異により，生育にビオチン要求性を
示すという表現型が納豆の発酵と密接に関連し，この点において適性株と適性のない
株が区別可能である一方，IS4Bsu1 と IS256Bsu1 については，配列を保有している株と
保有していない株の両方が存在しており， IS の有無は納豆発酵適性と関連性が薄いこ
38 
 
とが示唆された．また，IS4Bsu1 と IS256Bsu1 のどちらか一方だけを持っている納豆発
酵適性株は存在せず，これらの IS の起源が同一であることが予想された．特に IS4Bsu1
は γPGA 合成遺伝子の発現を調節する comP へ転移しやすく，結果として γPGA 生産能
を失わせて種菌の安定的生産上問題となることが知られている 16,  41 )．継代培養におけ
る粘質物生産能低下株の異常増殖についての報告もあり 42)，本研究で採取した，元々
IS4Bsu1 を持たない納豆菌は， IS の comP への転移による γPGA 生産能消失のリスクが
ないため，植え継ぎを繰り返しても糸引き能を失わない可能性があり，商業的に用い
る優位性も期待できる．  
枯草菌は comA/P 系によりコンピテンス能力を有すため Bandou23-5-2 が IS256Bsu1
のみを持っていた理由として，何らかのきっかけで IS256Bsu1 のみを外部から取り込ん
だ可能性が考えられる．ビオチン要求性と納豆発酵適性が完全に対応していたことと
比較して，B. amyloliquefaciens の中に納豆菌ファージ NIT1 に感染するものがあり，フ
ァージ感染に関しては選択性があるとはいえないことが確認された (表 5)．しかしなが
ら，完全な対応関係ではないものの，今回の試験においては少なくとも，納豆発酵適
性株には 100%の感染を示していることから，納豆菌ファージの宿主選択性はかなり高
いと考えられる．ファージ感染はかなり複雑な機構で制御されているが，細胞表面の
レセプターを含めて，その多くは解明されていない．ファージが感染する際に認識し
ている遺伝子群は，納豆発酵適性株が共通して保有し，生育に重要な遺伝子群である
可能性が考えられる．そうした点を踏まえると，納豆発酵適性と密接な関係性が確認
された bio オペロン (図 13)がファージの宿主認識に関与している可能性も考えられる．
また，BEST195 は bio オペロンに隣接して糖の輸送遺伝子と推定される配列を持って
いる．それらの生化学的な重要性は未だ解明されていない 6)が，納豆発酵適性株におけ
る bio オペロンの重要性及びファージが感染する際に何らかの細胞表面構造を認識し
ている点を考慮すると，この bio オペロンに隣接した糖の輸送遺伝子がファージ感染に
関与しているかもしれない．納豆菌を収集する際，γPGA の生産能を指標に稲より菌株
を収集した結果，B. subtilis と B. amyloliquefaciens が大勢を占めたことは前述のとおり
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である．16S rRNA 遺伝子の解析結果だけで，B. subtilis か B. amyloliquefaciens かを決
定しようとした場合，例えば DDBJ が提供しているようなデータベースに照合すると，
高い確率でどちらの名前も挙がってくる．今回の MLST や AFLP の結果を見ると，B. 
subtilis と B. amyloliquefaciens は明確に識別されていた．更に，B. subtilis  subsp. subtilis
の中でも納豆発酵適性のある株と適性のない株を区別でき，株レベルでの分離同定に
とても有用な手法であることを示している．MLST では，宮城野菌を含めた納豆を作る
ことの出来る 17 株は gyrA, rpoB, purH, polC, groEL, 16S rRNA の相同性が高く，系統樹
を作成すると 1 株の例外もなく B. subtilis  subsp. subtilis の中で，互いに近接してまとま
った範囲に分類された．この結果から，納豆菌とはこの集団と同じ範囲に属する菌株
を指すことが示唆された．AFLP の結果，自然に生息する納豆発酵適性株の多くは互い
に異なるゲノム情報を持ち，多様性が見受けられることが明らかになった．ゲノム情
報が異なるということは，代謝産物量のバランスが異なる可能性が高く，場合によっ
ては代謝産物の内訳自体が異なるかもしれない．このことから，納豆製造時に使う菌
株を変えることで，食味や物性を含む質の異なる納豆を作ることができる可能性が見
出されたといえる．一方で，稲わらの採取地域が近い方が遺伝子的にも近い位置に分
類されるのではないか，さらに稲わらを採取する地域や気候と採取した株との遺伝子
的な相関が見受けられるのではないかと期待して様々な地域から稲わらを集めたが，
今回のデータからは，期待したような遺伝子的な相関は見出せなかった．また，今回
の試験で使用した稲わらは，インディカとジャポニカの違いを含め，品種も様々だっ
たが，納豆発酵適性株の遺伝子的な特徴と稲の品種にも相関は見い出せなかった．試
料をサンプリングする環境の違いの振れ幅をさらに大きくすれば，今回の結果では確
認できなかった，菌の生育する環境と採取した株との遺伝子的な相関について何らか
の傾向が見出せることも期待される．  
 PCA において，納豆発酵適性に関する情報は全く考慮されることがなく，AFLP のパ
ターンデータは数学的に処理される．未知の細菌が納豆菌か否かについて判定するの
に，納豆発酵適性を考慮することなく，フラグメント解析結果を単純に数値化したデ
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ータから納豆製造に関与する一連の遺伝子を共有しているかどうか判断し，納豆発酵
適性株と納豆発酵適性のない株を識別することができたというのは興味深い結果であ
る．PCA 解析で納豆発酵適性株と納豆発酵適性のない株が明瞭に分類されたのは，納
豆発酵適性株に共通する bio 変異表現型が理由の一つだと考えられる．B. subtilis にお
いて，ビオチン合成は bio オペロン (bioWAFDBI)により主導される (図 13)14)．しかし bio
オペロンは，bioW におけるナンセンス変異，bioF の大幅な欠損，そしてアミノ酸置換
により，機能していない 14)ことが確認された．この結果は，稲わらより収集した納豆
発酵適性株と BEST195 が bio オペロンに共通する変異をもっていることを示唆してい
る．この bio 変異により，ビオチンを生合成することが出来ず，生育には外部からビオ
チンの取り込みが必須となり，納豆発酵適性株でビオチン要求性を示したのだと考え
られた．蒸した大豆中のビオチン含量は， 0.11 μg/g であると推定されている 42)．B. 
subtilis の bio 変異株は蒸した大豆上で活発に生育することから，蒸し大豆が含有する
ビオチン量は生育に十分な量であることが示唆される．ビオチンはカルボキシル基の
転移反応を触媒する補因子であり，ビオチン感知システムを通じて，ビオチン応答遺
伝子の翻訳にも影響を与えるといわれている 40)．L-グルタミン酸塩の工業生産に利用
されるコリネフォルム細菌はビオチン枯渇条件下で，2-オキソグルタラート脱水素酵素
の発現が減少し，炭素の代謝の流れを L-グルタミン酸合成へとシフトし，L-グルタミ
ン酸を過剰生産することが知られている 44)．納豆発酵適性株のビオチン要求性は γPGA
合成や納豆の発酵に有利になるような転写制御に関連しているのかもしれない．しか
しながら，蒸煮した大豆に過剰量のビオチン (2 μg/g)を添加しても，細菌の生育や納豆
の品質に特に影響を及ぼすことはなかった．ビオチンの輸送が，細胞内にビオチンを
供給するための律速段階となっている可能性が考えられる．  
 本研究では，納豆の発酵は，温度，発酵時間，相対湿度，給気などの条件を商業用
のスターター株である宮城野菌株において最適化された条件で実施した．また，納豆
の評価も宮城野菌で製造した納豆に適用した方法を用いて進めた．このような方法が
要因となり，宮城野菌に似たタイプの株が納豆発酵適性株として選択的に分類された  
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図 13 bio オペロンの模式図 (A)とビオチン合成経路 (B)
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のかも知れない．試作条件を変え，異なる評価基準を設定すれば，今回とは異なるタ
イプの株が集められた可能性も考えられる．しかしながら，かなり似通った納豆発酵
適性株が DNA解析などに基づいた特別な実験室的手法を用いずに自然から単離された
ことは注目に値する．  
多数の B. subtilis をスクリーニングすることで，納豆発酵におけるビオチン要求の重
要性が推察され， IS は納豆発酵と関連がないことが明らかになった．本研究で得られ
た IS を持たない納豆発酵適性株は，遺伝子的に安定である．更に，BEST195 では内在
するトランスポザーゼにより行うことが難しいトランスポゾンタギングによる変異分
析に， IS を持たない納豆発酵適性株を利用できると期待できる．トランスポゾンタギ
ングは一例であるが，納豆発酵適性株のもつ特性の利用法を模索して解析を進めると，
結果的に納豆発酵に必要な要素について知見を深めることに繋がるかもしれない．ま
た MLST や AFLP の応用として，今回解析に利用した遺伝子領域の中で，納豆発酵適
性株とその近縁種間で，特に相同性の低かった領域を利用してプライマーセットを構
築できれば，シーケンスまで行わずに PCR による遺伝子の増幅の有無のパターンを確
認するだけで，納豆菌か否か判別することも可能かもしれない．  
 AFLP の結果から，自然界における納豆発酵適性株は共通の特性を保有しながらも多
様性に富むことも示唆された．本研究では黒大豆納豆の製造に適した菌株のスクリー
ニングを目的としているが，そのために必要な要件を満たす菌株をはじめ，他にも製
品の特徴の違いに寄与する菌株のスクリーニングが可能かもしれない．特に，本研究
では茨城県内を中心に日本国内から集めた稲わらから納豆菌のスクリーニングを進め
たが，菌の採取源及び範囲を日本とは気候や環境が大きく異なる国や地域まで広める
と，その可能性は大きく広がるのかもしれない．   
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第 3 章 rpoB 変異と酵素活性  
 
3-1 緒言  
 黒大豆は種皮が厚いため，通常の納豆菌を用いて通常の方法で納豆を製造すると，
十分な菌の増殖や発酵が進まず，硬い，糸引きが悪いなどの問題点が残ることは序論
で述べたとおりである．これまでに黒大豆納豆に関して，最適な製造条件を模索した
報告 1)や，製造条件の違いが黒大豆納豆の成分に与える影響について言及した報告 2)
は有るものの，いまだ黒大豆で十分な発酵が起こらない問題の解決に至った報告はな
い．  
前章で，稲わらから採取される納豆菌の分類学的な違いを明らかにし，納豆菌同士で
も遺伝的な多様性があることを確認した．そこで，収集した納豆菌全てで黒大豆納豆
を製造し，2-2-3 と同様の手法により宮城野菌と比べて黒大豆納豆の硬さに大きな差が
出るかを検討したが，どの株を用いた場合も宮城野菌で製造した場合とほとんど数値
的に変わらなかった．  
問題となる黒大豆の種皮を分解することが出来れば，納豆菌の十分な増殖が可能と
なり，皮残りによるゴソゴソとした食感や糸引きが悪いといった問題を解消できると
考え，種皮の分解酵素活性が従来菌よりも高い株の開発を行うこととした．  
また，納豆の発酵において大豆のタンパク質を分解する酵素であるプロテアーゼが
重要な役割を果たす．一般的な大豆のタンパク質含量は 40%程度で，最も主要な成分
であり 45)，発酵の過程で分解が進むことで独特の歯ごたえや旨味が生じてくる．納豆
菌は数多く存在する細菌類の中でも，プロテアーゼ活性が高いことが知られているが
46)，発酵が進みにくい黒大豆においては従来よりも高いプロテアーゼ活性を有するこ
とが納豆製造に有利であると予測される．  
越智らの研究によれば，Bacillus 属細菌に Rif 耐性を獲得させると，RNA ポリメラー
ゼ β サブユニットをコードする rpoB に一定の変異が起こり，NTD などの二次代謝物生
産量が増加するという報告がなされている 22,  23,  24,  47 )．また同じく，B. subtilis168 株に
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Sm 耐性を獲得させると，リボソームタンパク質 S12 をコードする rpsL に変異が起こ
り，菌体外 α-アミラーゼやプロテアーゼの生産を促進することも報告されている 18)．  
そこで，抗生物質耐性変異により納豆製造に関わる酵素生産量が高まった納豆菌株を
作り出すことを試みた．稲わらから収集した納豆発酵適性を有する株から抗生物質耐
性変異株を作り，得られた耐性株の中からセルラーゼやプロテアーゼ等，黒大豆納豆
製造に必要な酵素活性の向上が見られた株を選抜することにした．また，その株で生
産される主要タンパク質を解析することで，タンパク質生産パターンと酵素活性上昇
の因果関係の解明を目指した 48)．  
 
3-2 材料及び実験方法  
3-2-1 納豆菌の変異株取得  
GSP 培地または E9 培地にカルボキシメチルセルロース (CMC)を加えた培地に Rif ま
たは Sm を添加したプレートを作製した．Rif 濃度は，0.01 μg/ml，0.1 μg/ml，2 μg/ml
の 3 段階，Sm は，10 μg/ml，50 μg/ml，100 μg/ml，1,000 μg/ml の 4 段階とした．培地
と添加する抗生物質は表 7 の 1~10 の組み合わせとした．使用する菌株は，なるべくタ
イプの異なる菌株を選択するように，AFLP による解析の結果から納豆発酵株の中から
系統樹上で比較的遠くに位置すること，同一試験区分で菌源である稲わらの採取地地
域が被らないようにすること， IS を保持する株としない株の両方を含めることに配慮
すると共に，主観的にではあるが，納豆を試作した際に糸引きが良いと感じた株を用
いるよう株を選択した．具体的には，培地 1～ 8 には Bandou-7-3， Tikusei-11-1，
Namegata-2-2，宮城野菌を，培地 9，10 には Tikusei-11-1，Ibarakimachi-6-1，Miyagi-4，
Hiroshima-13，Mito-5-1 を試験菌株として用いた (表 7)．試験菌株を LB 培地中で一晩振
盪して前培養を行い，前培養液の 600 nm の吸光度を測定した．吸光度が 1 になるよう
滅菌水で調整したものを 100 μl ずつ抗生物質入りプレートに塗布して， 37°C で一晩培
養を行った．翌日，生えてきた菌株を純粋培養し，後の試験に用いた．  
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表7 変異株取得試験での培地，抗生物質及び試験株の組み合わせ 
 
 番号 培地 抗生物質 抗生物質の 試験株 
   濃度(μg / ml)   
 
 1 GSP Rif 0.01 Bandou-7-3, Tikusei-11-1, Namegata-2-2, Miyagino 
  2 GSP Rif 0.1 Bandou-7-3, Tikusei-11-1, Namegata-2-2, Miyagino 
 3 GSP Sm 50 Bandou-7-3, Tikusei-11-1, Namegata-2-2, Miyagino 
  4 GSP Sm 100 Bandou-7-3, Tikusei-11-1, Namegata-2-2, Miyagino 
 5 E9 + CMC Sm 10 Bandou-7-3, Tikusei-11-1, Namegata-2-2, Miyagino 
  6 GSP Rif 2 Bandou-7-3, Tikusei-11-1, Namegata-2-2, Miyagino 
  7 E9 + CMC Rif 2 Bandou-7-3, Tikusei-11-1, Namegata-2-2, Miyagino 
   8 E9 + CMC Sm 1,000  Bandou-7-3, Tikusei-11-1, Namegata-2-2, Miyagino 
  9 GSP Rif 2 Tikusei-11-1, Ibarakimachi-6-1, Miyagi-4, Hiroshima-13, Mito-5-1 
  10 GSP Sm 1,000 Tikusei-11-1, Ibarakimachi-6-1, Miyagi-4, Hiroshima-13, Mito-5-1 
 
 
 
 
4
5
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3-2-2 取得株からの高セルラーゼ活性株のスクリーニング  
抗生物質耐性変異株から高セルラーゼ活性株のスクリーニングを行った．試験管に
注いだ 2 ml の LB 培地中で試験菌株を 37°C，150 回 /分で一晩振盪して前培養した後，
新たな LB 培地 2 ml に前培養液 20 μl を添加，37°C，150 回 /分で 24 時間振盪して本培
養を行った．本培養液を 15,000 ×g で 10 分間遠心して取得した上清を粗酵素液として
用いた． CMC 分解活性の測定は，基質溶液には 1% azo-carboxymethyl cellulose 
(Azo-CMC)溶液 (pH6)を用いた．基質溶液 100 μl と，酵素液 100 μl をマイクロチューブ
に注いで，手早く混合し，50°C で 30 分  インキュベートした．インキュベート終了後，
直ちに 99.5%エタノールを 1,000 μl 注ぐことにより反応を止め 10 分間静置した．静置
後 15,000 ×g で 10 分間遠心分離して，上清を取得した．Azo-CMC の分解を上清の 590 nm
の吸光度を測定することによって検出し，これをセルラーゼ活性として評価した．結
果は，反応系の容量を 0.5 ml に換算した際，アゾカルボキシメチルセルロースを分解
し 590 nm の吸光度が 1 を示す際の活性を 400 mU として計算した．なお，酵素活性の
比較対象株として，宮城野菌を用いた．  
 
3-2-3 プロテアーゼ活性の測定  
3-2-2 のスクリーニングで特に高い数値を示した株についてプロテアーゼ活性を測定
した．粗酵素液の調製はセルラーゼと同様に実施した．測定の基質には， 0.5%アゾカ
ゼインの 100 mM Tris-HCl(pH8)溶液を用いた．0.5%アゾカゼイン溶液に培養上清 100 μl
を添加し 37°C で 30 分インキュベートした．インキュベート終了後，直ちに 15% 
trichloroacetic acid(TCA)を 400 μl 添加して 9,300 ×g, 10 分間遠心し，未反応の基質と酵
素を沈降させた．上清 900 μl を取得し，そこに 10 M NaOH を 45 μl 添加した．440 nm
の吸光度を測定し，アゾカゼインの分解度合いをプロテアーゼ活性として評価した．
結果は，1 分間に 1 pg のアゾカゼインを分解する活性を 1 U として計算した．Miyagi-4
を親株に持ち，セルラーゼ及びプロテアーゼ活性の上昇が見られた株を選抜し，後の
試験に用いた．  
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3-2-4 変異箇所の同定  
 越智らによると，Rif 耐性を獲得し酵素活性が上昇した B. subtilis は RNA ポリメラー
ゼ β サブユニットをコードする遺伝子 (rpoB)に変異が起こると報告されている 47)．そこ
で，今回取得した変異株の RNA ポリメラーゼ β サブユニット遺伝子を解析した．プロ
テアーゼ活性が上昇した株と，逆に下降した株及び Rif 耐性は獲得したものの，活性に
特に大きな変化が見られなかった株の解析を行い，比較した． PCR とシーケンス反応
で使用したプライマーは表 8 にまとめた．PCR は Ex Taq HS version(タカラバイオ )及び
rpoB 18F と rpoB 3399R のプライマーセットを使用し，96°C，5 分で変性後，96°C で 30
秒，50°C で 30 秒，72°C で 3 分 30 秒のサイクルを 35 回繰り返した後，72°C で 7 分伸
長反応を行った．シーケンス反応は，ベックマンコールターDTCS クイックスターター
キット (Beckman Coulter)と表 8 に記載したそれぞれのプライマーを用いて， 95°C で 20
秒，50°C で 30 秒，60°C で 4 分のサイクルを 30 回繰り返した．シーケンス反応終了後，
反応液をエタノール沈殿で精製し，DNA シーケンサ CEQ8000 (Beckman Coulter)により
DNA の塩基配列を調べた．その後配列データを，DNAsis((株 )日立ソリューションズ )
で解析し，変異個所を特定した．  
 
3-2-5 ザイモグラフィーによるセルラーゼとプロテアーゼ活性の評価  
3-2-5-1 ザイモグラフィーによるセルラーゼ活性の評価  
試験管に注いだ 2 ml の LB 培地中で試験菌株を 37°C，150 回 /分で一晩振盪して前培
養した後，新たな LB 培地 2 ml に前培養液 20 μl を添加，37°C，150 回 /分で 24 時間振
盪して本培養を行い，遠心した上清を試料液として用いた． 0.04 g (0.2%)の Azo-CMC
と 8.00 ml の 30%アクリルアミド (1%ビス添加 )，7.40 ml の 1M Tris-Cl (pH8.8)，  0.2 ml
の 10% sodium dodecyl sulfate (SDS)，20 mg の ammonium persulfate (APS)及び 4.36 ml
の milliQ 水を混合して 12%の分離用ポリアクリルアミドゲルを調製した．  
4%の濃縮ゲルは， 1.33 ml の 30%アクリルアミド (1%ビス添加 )， 1.25 ml の 1M 
Tris-Cl(PH6.8)，0.1 ml の 10% SDS，10 mg の APS 及び 7.41 ml の milliQ 水を混合した．  
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表8 rpoBのヌクレオチドシーケンスに用いたオリゴヌクレオチドプライマー a  
   
 
Name           Nucleotide sequence   
 
rpoB 18F   5′ -ACCAATTGAGGATTTCACTGG-3′    
 
rpoB 547F   5′ -GACAAAGCGTTGCTGGAAAT-3′    
 
rpoB 1213F   5′ -CGTCCTGTTATTGCGTCCAT-3′    
 
rpoB 1818F   5′ -GGAAGCTCCATTTGTTGGAA-3′   
 
rpoB 967R   5′ -CGATGTAAGCATTGCCGATT-3′    
 
rpoB 1496R   5′ -GGCGTTTCAATAAAGCCAAA-3′    
 
rpoB 1534R   5′ -CCGTTACCTTCCCTGTTTCA-3′   
 
rpoB 2154R   5′ -TGTCATGAAGCCGACCATTA-3′   
 
rpoB 2767R   5′ -GCCCGATGTTCATACGTGA-3′    
 
rpoB 3399R   5′ -TGTTTCTTCCGGCTCTTCAT-3′    
 
a
オリゴヌクレオチドプライマーは北海道システムサイエンスより購入した．  
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12% ゲ ル 混 合 液 を 減 圧 し な が ら フ ィ ル タ ー 濾 過 す る こ と で 脱 気 し た 後 ，
tetramethylethylenediamine (TEMED)を加え，ゲル型に流し入れた．固まらないうちにイ
ソプロパノール 200 μl をゆっくり界面に流し入れ消泡し，ゲルが固まるまで静置した．
12%ゲルが固まったら，イソプロパノールを捨て，脱気した 4%ゲルに TEMED を添加
し，12%ゲルに上層した．コームをさして固まるまで静置し，約 13.5 cm×15 cm の大
きさの泳動ゲルを作製した．ゲルを作製した後，サンプル処理を行った．培養上清を
30 μl ずつエッペンチューブ 4 本に分注した．4×urea SDS sample buffer (4×S.S.; SDS 1.2 
g, 2-メルカプトエタノール (BME) 1,200 ml, グリセロール  4 ml, ブロモフェノールブル
ー (BPB) 適量 )を 10 μl 添加し，37°C，50°C，60°C，70°C で 5 分間熱処理を行った．マ
ーカーは High-range rainbow molecular weight marker (GE Healthcare)を用いた．マーカ
ー4 μl に水 11 μl と 4×S.S.を 5 μl 添加（2 本用意）し 1 本は 37°C，もう 1 本は 95°C で
3 分処理した．  
ゲルを泳動層にセットし，処理したサンプルを 15 μl ずつウェルに注ぎ込んだ．10×
Tris/Glycine/SDS Buffer (BIO-RAD)を 10 倍希釈して泳動液として使用し，40 mA 定電流
で  約 2 時間泳動し，BPB が流れきる直前に停止した．  
泳動終了後，pH6 のリン酸ナトリウム緩衝液中で，泳動した 12%ポリアクリルアミ
ドゲルを 1 時間振盪しながら洗浄し SDS を抜いた．緩衝液を新しいものに交換して，
更に振盪を続けゲルの洗浄を行った．洗浄後，新しい緩衝液に交換し， 43°C の恒温器
に入れ一晩インキュベートし，酵素反応を進めた．Azo-CMC の分解された部分は色素
が抜けるため，色の抜け具合からセルラーゼ活性を評価した．  
 
3-2-5-2 ザイモグラフィーによるプロテアーゼ活性の評価  
試験管に注いだ 2 ml の LB 培地中で試験菌株を 37°C，150 回 /分で一晩振盪して前培
養した後，新たな LB 培地 2 ml に前培養液 20 μl を添加，37°C，150 回 /分で 24 時間振
盪して本培養を行った．培養液を 7,900 ×g, 4°C で 15 分間遠心分離し， 0.22 μm フィル
ター濾過滅菌してサンプルを調製した．濃縮ゲルは 4%ポリアクリルアミドゲル（milliQ
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水（7.41 ml），30%アクリルアミド (1%ビス添加 ) （1.33 ml），1 M Tris-Cl (pH6.8)（1.25 
ml），10% SDS（0.1 ml），APS（10 mg），TEMED（10 μl）），分離ゲルにゼラチンを 0.1%
添加した 12%のポリアクリルアミドゲル（ゼラチン (0.1%，20 mg)，milliQ 水（4.4 ml），
30%アクリルアミド (1%ビス添加 ) （8.0 ml），1 M Tris-Cl(pH8.8)（7.4 ml），10% SDS（0.2 
ml），APS（20 mg），TEMED（10 μl））を調製した．ゲル型に流し入れ，固まるまで静
置し約 13.5cm×15cm の大きさの泳動ゲルを作製した．  
培養上清を 0.9，2.7，8.1 μl の 3 段階，4 μl の 4×S.S.を混合し，滅菌水で 14 μl に定容
し泳動サンプルとした．マーカー（Amersham Low Molecular Weight Calibration Kit for 
SDS Electrophoresis, GE Healthcare）2 μl と滅菌水 8 μl 及び 4 μl の 4×S.S.を混合し合計
14 μl として 95°C で 5 分処理した．サンプルとマーカーを泳動ゲルにマウントし，
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) running buffer を用い 150 V 定電圧で
約 3 時間泳動を行った．  
泳 動 後 ， 2.5%  Triton X-100 溶 液 に 浸 し ， 室 温 で 30 分 振 盪 し た ． 次 に  
zymogram-developing buffer (50 mM Tris -Cl (pH8.5), 200 mM NaCl, 5 mM CaCl 2, 0.02% 
Brij35 )に浸し，室温で 30 分振盪した．新しい zymogram-developing buffer に浸し，37°C，
16 時間インキュベートした．インキュベート終了後 1.5 時間 Coomassie Brilliant Blue 
(CBB)染色を行った後，50%メタノール，10%酢酸中で脱色して染色箇所の色の抜け具
合からプロテアーゼ活性を評価した．  
 
3-2-6 γ-glutamyltransferase (GGT)及びレバンスクラーゼ活性及びネオトレハロサジア
ミン (NTD)生産量の測定  
3-2-6-1 γ-glutamyltransferase (GGT)活性の測定  
γ-glutamyltransferase (GGT)は γPGA の分解に関わる酵素である 49)．試験管に注いだ 2 
ml の LB 培地中で試験菌株を 37°C，150 回 /分で一晩振盪して前培養した後，新たな LB
培地 2 ml に前培養液 20 μl を添加，37°C，150 回 /分で 24 時間振盪して本培養を行った．
培養後，遠心分離により上清を取得し，粗酵素液とした．200 μl  の 1 M Tris-Cl (pH7.5)，
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1,100 μl の滅菌水，200 μl の粗酵素液を吸光度測定用のキュベットに注ぎ，分光光度計
へセットした．500 μl の γ guanidine-based peptide nucleic acid (γ-g-pNA)を添加し，37°C
で 410 nm の吸光度を 10 分間測定した．1 U を 1 分間に 1 mmol の p-ニトロアニリンを
生じる活性として GGT 活性を評価した．  
 
3-2-6-2 レバンスクラーゼ活性の測定  
レ バ ン ス ク ラ ー ゼ は 納 豆 の 粘 性 に 関 与 す る 多 糖 で あ る レ バ ン （ Levan, 
D-fructofuranosyl homopolysaccharide）合成酵素である 50,  51 )．試験管に注いだ 1%スクロ
ースを含む 2 ml の LB 培地中で試験菌株を 37°C，150 回 /分で一晩振盪して前培養した
後，新たに 100 ml の 1%スクロースを含む LB 培地に前培養液 100 μl を植え継ぎ，37°C 
で 24 時間振盪し本培養を行った．培養後，遠心分離により上清を取得し，粗酵素液と
した．レバンスクラーゼの測定には，グルコース CⅡテストワコー (WAKO)を用いた．
140 μl の滅菌水，40 μl の 0.5 M リン酸ナトリウム緩衝液 (pH6)，200 μl の 1 M スクロー
ス及び 20 μl の粗酵素液を混合し 37°C で 0 分，15 分，30 分インキュベートした．反応
終了後，反応液 5 μl と発色液 750 μl を混合し，37°C で 5 分インキュベートした．イン
キュベート後，505 nm の吸光度を測定し，1 U を 1 分間に 1 μmol のグルコースを生じ
る活性としてレバンスクラーゼ活性を評価した．   
 
3-2-6-3 ネオトレハロサジアミン (NTD)生産量の測定  
ネオトレハロサジアミン  (NTD)はアミノ糖の抗生物質である 22,  23 )．既報のとおり 23)，
PntdABC–lacZ 融合遺伝子を持つ指示菌を用いて，菌株の NTD 生産の有無を試験した．試
験菌株を 0.1%(w/v)の nutrient broth を添加した S7 培地中，37°C で 24 時間培養した．
Pn tdABC-lacZ 融合遺伝子を持つ指示菌を混合した培地上にペーパーディスクを置き，そ
こにフィルター濾過した培養上清を添加した．NTD 量に応じて発現した lacZ 活性によ
りディスクの周りに出来る青いハロの直径から生産量を測定した．純粋な NTD を濃度
を変えて添加した試験で出来るハロの直径から検量線を作成し ,この検量線から試験菌
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株の NTD 濃度を算出した．   
 
3-2-7 菌体外タンパク質の SDS-PAGE による解析  
 試験管に注いだ 2 ml の LB 培地中で試験菌株を 37°C，150 回 /分で一晩振盪して前培
養した後，300 ml のバッフル付フラスコに注いだ 100 ml の LB 培地に前培養液を 50 μl
添加して，37°C で 24 時間振盪して本培養を行った．培養液をそのまま SDS-PAGE に
供したところ，塩濃度及び Miyagi-4100 で培養液中に蓄積する γPGA が原因で泳動が乱
れたため，培養液を TCA 沈殿処理し培養液中のタンパク質を収集した．具体的には培
養液を各 50 ml ずつ遠心チューブに分注し 7,900 ×g, 4°C で 18 分間遠心分離した後，0.22 
μl のフィルターでろ過して清澄な上清を得た． 0.01 μl  /ml になるよう poly-γ-glutamate 
hydrolase P (pghP) (野生型 (WT), 0.6 μg /μl )13)を添加し，室温 15 分静置した．イソプロ
パノールに溶解した phenylmethylsulfonyl fluoride  (PMSF) (212 mg / 8 ml)を終濃度 3 mM
となるように 960 μl /  47 ml サンプル添加し，室温で 15 分静置した．50% TCA 2 ml を
添加し，よく混合した．氷上で 30 分静置すると，白色沈殿が生じた． 40 ml に量目を
調整し， 8,700 ×g, 4°C で 25 分間遠心分離した．上清を廃棄し -20°C に冷却した 70%エ
タノールを 5 ml 添加した．8,300 ×g, 4°C で  5 分間遠心分離し，上清を廃棄した．-20°C
の 70%エタノール 5 ml で 2 回洗浄後風乾し，納豆菌の菌体外タンパク質を得た．TCA
沈殿の処理で得た菌体外タンパク質サンプルを 0.5 ml の二次元泳動用の膨潤ストック
溶液 (尿素 12 g，3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]propanesulfonate  (CHAPS) 0.5 
g，IPG buffer (PH3～11)(GE Healthcare) 125 μl 及び bromophenol blue (BPB) stock solution
（BPB 100 mg，Tris-base 60 mg を 10 ml にメスアップ） 50 μl を 25 ml にメスアップ )で
溶解した後， 17,000 ×g, 4°C で 10 分間遠心分離して不溶物を除去し上清を取得した．
プロテインアッセイ染色液 (BIO-RAD)を用いて，調製したタンパク質溶液のタンパク質
量を測定した．検量線用のスタンダードとして二次元泳動用の膨潤ストック溶液で 10 
mg/ml になるよう調整した牛血清アルブミン (BSA)溶液を用いた．プロテインアッセイ
染色液を 5 倍希釈，BSA 溶液を 10 倍希釈した．プロテインアッセイ染色液 5 倍希釈溶
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液を 1 ml ずつマイクロチューブに分注し，BSA の 10 倍希釈溶液を 2, 5, 10, 15 μl ずつ
添加し，直ちにボルテックスミキサーで混合した．サンプル用マイクロチューブに，
検量線の範囲に入るようサンプルを添加し，スタンダードと同じように直ちにボルテ
ックスミキサーで混合した．室温で 10 分静置した後，595 nm の吸光度を測り，サンプ
ル中のタンパク質量を測定した．この測定結果に基づき，納豆菌株ごとの菌体外タン
パク質濃度を合わせて SDS-PAGE及び 3-2-8で後述する二次元電気泳動用のサンプルを
調製した．  
次に泳動用のゲルを調製した．ゲルサイズは約 13.5 cm×15 cm，濃縮ゲルを 4%，分
離ゲルを 12%として作製した．12%アクリルアミドゲルの組成は，milliQ 水が 4.4 ml，
30%アクリルアミド (1%ビス添加 ) が 8.0 ml，1M Tris-Cl(pH8.8)が 7.4 ml，10% SDS が
0.2 ml，  APS が 20 mg，TEMED が 10 μl とした．ゲル型を組み立て， 12%ゲルを流し
入れて固まるまで静置した．固まったのを確認した後，4%ゲルを調製した．4%の濃縮
ゲルは，milliQ 水が 7.41 ml，30%アクリルアミド (1%ビス添加 ) が 1.33 ml，1 M Tris-Cl 
(pH6.8)が 1.25 ml，10% SDS が 0.1 ml，APS が 10 mg，TEMED が 10 μl という割合で調
製した．12%ゲルに重層し，コームを差し入れ，再度固まるまで静置した．  
 泳動サンプルは，調製したタンパク質溶液， 4×S.S.及び水を混合し，含有するタン
パク質量が 25 μg で総量が 50 μl になるように調製した．150 V 定電圧で  3.5 時間泳動
し，泳動終了後，固定液 (メタノール 200 ml，酢酸  50 ml，milliQ 水  250 ml)に浸漬し，
20 分間室温で振盪した．次いで，CBB 溶液に浸漬し， 1.5 時間室温で振盪して染色し
た後，脱染色液 (メタノール 200 ml，酢酸  50 ml，milliQ 水  250 ml)に浸し，2 時間室温
で振盪し，バックグラウンドが十分に脱色した後，泳動結果を確認した．  
 
3-2-8 菌体外タンパク質の二次元電気泳動による解析  
 泳動サンプルは，3-2-7 と同条件で培養したものを，TCA 沈殿処理して調製した．一
次元目の等電点電気泳動装置は，Amercham Biosciences Ettan IPGphor (GE Healthcare)
を用い，泳動用のストリップは，Immobiline Dry Strip pH3-11, 11cm (GE Healthcare)を用
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いた．また，一次元目の等電点電気泳動に必要な試薬である BPB ストック溶液，膨潤
用ストック溶液，SDS 平衡化緩衝液，封入用アガロース溶液は，二次元電気泳動テク
ニカルハンドブック (GE Healthcare)に従って調製した．TCA 沈殿したサンプルを二次元
泳動用の膨潤ストック溶液及び BPB ストック溶液で溶解し，プロテインアッセイ染色
液 (BIO-RAD)で濃度測定を行い，二次元電気泳動用に菌体外タンパク質濃度を合わせた
ものを用いた．  
 タンパク質含量が 70 μg となる量のタンパク質溶液と 2.5 ml 中 14 mg の dithiothreitol  
(DTT)を含むよう調整した膨潤用ストック溶液 100 μl に，DTT を添加していない膨潤用
のストック溶液を混合し，泳動サンプルの全量を 200 μl とした．これにより，泳動サ
ンプル中のタンパク質含量を 70 μg に合わせると共に，DTT 含量を 0.56 mg とした．  
  11 cm のストリップ用のストリップホルダーに調製済みのサンプルを注いだ．ストリ
ップのゲル面を下にして，ストリップの＋印字側がホルダーのとがった方に来るよう
にストリップホルダーにセットし， Immnobiline DryStrip Cover Fluid（GE Healthcare）
を 1.3 ml 程度，ストリップを覆うように添加した．ストリップホルダーのカバーをつ
けて Amercham Biosciences Ettan IPGphor のプラットホームに設置した．電圧をかけず
に 10 時間以上膨潤を行った後，Step and Hold を 500 Vhr，Gradient を 800 Vhr，Gradient
を 7,000 Vhr，Step and Hold を 3,700 Vhr というプログラムを組み，泳動を行った．泳
動終了後，SDS 平衡化用緩衝液 10 ml に DTT を 100 mg 添加し，一次元目泳動を行った
ストリップと DTT を添加した SDS 平衡化緩衝液をスクリューキャップ付き試験管に入
れ，水平振盪機で 15 分振盪した．次に，2 次元目の泳動を行った．ゲルサイズは約 13.5 
cm×15 cm，濃縮ゲルを 4%，泳動ゲルを 12%で作製した．濃縮ゲルの上に 1 次元目の
泳動を行ったストリップを乗せ，その横に，封入用アガロース溶液で固めたマーカー
をセットした．封入用アガロースを注ぎストリップとマーカーを固めた後， 150 V 定
圧で約 3 時間 30 分泳動した．泳動終了後，CBB 染色と銀染色により，タンパク質スポ
ットを確認した．  
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3-2-9 N 末端アミノ酸配列分析による二次元電気泳動スポットの同定  
二次元電気泳動パターンが親株と比べ大きく変化していた変異株の生産タンパク質
の同定を行った．タンパク質を回収するために，全タンパク質含量が 120 μg と 300 μg
となるように調整して二次元電気泳動を行った．TCA 沈殿したタンパク質溶液，1 M 
DTT 及び膨潤用ストック溶液を混合して，全量を 200 μl とした．なお，含量が 300 μg
のサンプルについては，タンパク質溶液に直接 DTT を添加することで調製した．  
二次元泳動を 3-2-7 と同様に行った．なお，ブロッティングの際，泳動位置が分かる
よう，マーカーは肉眼で位置を確認できる High-Range Rainbow Molecular Weight 
Markers (GE Healthcare)を用いた．泳動終了後，ブロッティングを行った．トランス緩
衝液 (25 mM Tris-Cl (pH8.8), 5% メタノール；以降 TB)を用意した．9×12 cm に切ったろ
紙を泳動ゲル 1 枚当たり 4 枚以上用意した．泳動ゲルを 9×12 cm にカットし，Immobilon 
Transfer Membranes Immobilon-P (Millipore)を少量のメタノールに浸した．ブロッティン
グ装置を TB で湿らせた後，TB に浸したろ紙を， 2 枚設置した．更にその上にメンブ
レン，泳動済みのゲル，TB に浸したろ紙 2 枚の順に設置した．装置にたまった余分な
緩衝液をふき取ると共に，はみ出した部分をスパーテルでカットした． 2 mA / cm2 で 2
時間泳動を行い，泳動終了後 CBB 染色液と脱染を行い，スポットを確認した．  
確認したスポットのうち，親株と異なるスポットをメスで切り出した．切り出した
スポットを 1 mm 幅にカットし，マイクロチューブ中， 1 ml の滅菌水で 3 回洗浄した．
洗浄後，マイクロ遠心エバポレーターで完全に乾燥した．N 末端アミノ酸配列は，HP 
G1005A プロテインシーケンサー (Hewlett-Packard, Palo Altp, CA)を用いて決定した．  
 
3-2-10 生育速度の測定  
試験管に注いだ 2 ml の LB 培地中で試験菌株を 37°C，150 回 /分で一晩振盪して前培
養した．培養速度の測定は，振盪温度勾配培養装置 Tn1506(ADVANTEC)にて実施した．  
5.5 ml ずつ LB 培地を分注した L 字管に，前培養液 50 μl を添加して，37°C，70 回 /分
で振盪培養しながら，30 分間隔で 600 nm の吸光度を測定して，濁度から菌の生育速度
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を評価した．  
 
3-3 実験結果  
3-3-1 変異株取得と高セルラーゼ株のスクリーニング及びプロテアーゼ活性の評価  
Sm 耐性株の中に，セルラーゼ活性の上昇した株は確認できなかった．一方，Rif 耐
性株では，GSP に Rif を 2 μg / ml の濃度になるよう添加した培地で生育したコロニー
の中から，他と比べ高いセルラーゼ活性が上昇した株が採取できた．具体的には以下
の通りだった．表 7 の No.9の条件において，Tikusei-11-1由来のプレートで 1株，Mito-6-1
由来のプレートで 3 株，Miyagi-4 由来のプレートで 2 株，Hiroshima-13 由来のプレート
で 1 株の生育を確認した．  
これらの株について 3-2-2 に記載の方法で培養上清中のセルラーゼ活性を測定した
ところ，Miyagi-4 由来の 1 株でセルラーゼ活性の上昇が見られた．宮城野菌のセルラ
ーゼ活性と比較し，約 1.5 倍になっていることが確認され，この株を Miyagi-4100 と命
名した (表  9)．また，Miyagi-4100 はプロテアーゼ活性についても，宮城野菌の 3 倍以
上の活性を示した (表 9)．また，他に得られた Rif 耐性株の中には，特にプロテアーゼ
活性の上昇が見られなかった株や，逆にプロテアーゼ活性の低下が確認された株が見
受けられた．  
 
3-3-2 変異箇所の同定  
前述の越智らの報告にある通り，RifR 変異株は rpoB に変異が起こっている可能性が
高い．そこで，得られた RifR 変異株の rpoB の遺伝子解析を行ったところ，プロテアー
ゼ活性が上昇した Miyagi-4100 は Miyagi-4 と比較して， rpoB の 1460 番目の C が T に
変異していた．これは rpoB5 配座として知られる変異で，これにより RNA ポリメラー
ゼ β サブユニットの 487 番目のアミノ酸の Ser が Leu へ一アミノ酸置換 (S487L)してい
ることが分かった (図 14)．他に 4 株の RifR 変異株が得られ，同様に rpoB の遺伝子解析
を行った．今回試験を行った酵素活性に変化が見られなかった株（図 14 の Strain(1406A 
40 
 
表 9  Rif 耐性株 B. subtilis Miyagi-4100 株と親株である B. subtilis Miyagi-4 株の酵素活性解析及び NTD生産量の比較  
 
株名 Protease Cellulase GGT Levansucrase NTD 
 (U/ml) (U/ml) (mU/ml) (mU/ml) (μg/ml) 
B. subtilis Miyagi-4 22.2 0.14 0.7 73 <5 
B. subtilis Miyagi-4100 78.0 0.21 1.9 <2 40 
 
・値は 3つの測定の平均値を表し，中央値に対する標準偏差は 10%未満だった． 
・プロテアーゼ，セルラーゼ，γ ログルタミルトランスフェラーゼ測定において試験菌株は LB 培地中で培養し，レバンスクラーゼに
おいては 1%のスクロースを添加した LB培地中で培養した．  
・NTD測定については，S7培地中で培養した． 
・前培養液を新しい培地に植え継ぎ，振盪しながら 24時間培養した後，上清中の酵素活性及び物質生産量を測定した．  
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図 14 親株Miyagi-4とそれに由来する 3株の Rif 耐性株の rpoB塩基配列の比較  
Miyagi-4100は親株の Miygai-4と比較し，rpoB内の 1460 番目の Cが T に変異していた．これは rpoB5 アレルとして知られており，こ
れにより 487番目のアミノ酸残基のセリンからロイシンへ置換されている．しかし，他の変異は確認されなかった． 
他の 2株の Rif 耐性株はそれぞれ，rpoB内で 1406 番目の Aが Gに変異(469 番目のグルタミンがアルギニンに置換)するか 1444番目の
Cが Tに変異(482番目のヒスチジンがチロシンに置換)していたが，これらの 2株は酵素活性の上昇は見られなかった． 
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to G)）では rpoB の 1406 番目の塩基が A から G に変異し RNA ポリメラーゼ β サブユ
ニットにおける 469 番目のグルタミン残基がアルギニンへ置換されているか，プロテ
アーゼ活性の低下が見られた株（図 14 の Strain(1444C to T)）では rpoB の 1444 番目の
塩基が C から T に変異し，RNA ポリメラーゼ β サブユニットにおける 482 番目のヒス
チジン残基がチロシンへ置換されていることを確認した．Miyagi-4 はコンピテンス能
力がとても低く，バッククロスを行うことが出来なかったため，rpoB5 変異が酵素活性
上昇に与える影響について直接調べることは出来なかった．  
 
3-3-3 ザイモグラフィーによるセルラーゼとプロテアーゼ活性の評価  
3-3-3-1 ザイモグラフィーによるセルラーゼ活性の評価  
セルラーゼのザイモグラフィーでは泳動ゲルに添加した Azo-CMC の分解度合いから
活性を評価した．具体的には，泳動した位置にあるタンパク質がセルラーゼであれば，
ゲルに混ぜた Azo-CMC の分解が起こることで，青色が抜けバンドとして確認できる．
Miyagi-4100 とその親株である Miyagi-4 のセルラーゼ活性を Azo-CMC に由来する青色
の脱色具合とバンドの位置から比較した． 45 kDa 以上の主要なセルラーゼについては
親株とバンドの位置及び強度に差は見受けられず，ほぼ同程度の活性であることが示
唆されたが， 30～45 kDa の範囲において，親株ではほとんど現れていないセルラーゼ
の活性を示す 2 本のバンドが変異株で確認できた (図 15A)．   
 
3-3-3-2 ザイモグラフィーによるプロテアーゼ活性の評価  
プロテアーゼのザイモグラフィーでは泳動ゲルにゼラチンを混ぜており，電気泳動
後プロテアーゼが存在する箇所では，活性の強さに比例してゼラチンの分解が進む．
そのため，CBB で染色した際，プロテアーゼの働いた箇所は，染色が薄くなりバンド
として確認できる．逆にプロテアーゼが働かない部分はゼラチンがそのまま残るため，
強く CBB で染色される．この性質を利用し，染色度合いの違いから，プロテアーゼの
活性を評価できる．ザイモグラフィーの結果を図 15B に示した．Mitagi-4100 では少な
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図 15 菌体外セルラーゼ(A)とプロテアーゼ(B)のザイモグラフィー分析 
試験株は LB培地中 37°Cで 24時間培養した．0.2 % (w/v) の Azo-CMC (A)或いは 0.1%(w/v)のゼラ
チン(B)を加えた SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いたザイモグラフィーに培養上清をサンプルと
して供した． 
A: レーン 1及び 6は分子サイズマーカー，レーン 2～5はMiyagi-4 (サンプル 15 μl を SDS-PAGE 
sampling buffer 中 37, 50, 60 及び 70 ˚Cで 5分予備加温して試験に供した．)，レーン 7～10は
Miyagi-4100 (サンプル 15 μlを SDS-PAGE sampling buffer中 37, 50, 60及び 70 ˚Cで 5分予備加温し
て試験に供した．)． Azo-CMCの分解度合いは青色の抜け具合から評価した． 
B: レーン 1 及び 8は分子サイズマーカー，レーン 2～4はMiyagi-4 (9, 3, 1 μl)，レーン 5～7は
Miyagi-4100 (9, 3, 1 μl)．ゼラチンの分解度合いは CBB染色で，色の抜け具合から評価した． 
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くとも 8 本の主要なバンドがあり，そのいずれのバンドも親株である Miyagi-4 よりも
強くなっていることが確認できた．  
3-3-1 で述べた通り Miyagi-4 と Miyagi-4100 のプロテアーゼ活性を測定すると， 3 倍強
の違いがあることが確認された．ザイモグラフィーでゼラチン分解度を確認すると，
Miyagi-4 の上清使用量に対し，Miyagi-4100 は 3 分の 1 の使用量でほぼ同程度となって
いることが確認できた．つまり，9 μl の Miyagi-4 に対して 3 μl の Miyagi-4100，3 μl の
Miyagi-4に対して 1 μl の Miyagi-4100 を使用した場合におけるゼラチンの分解度合いが
同程度となっていた．培養の状態や，基質の違いの影響もあると思われるものの，概
ねアゾカゼインを用いた活性測定結果（表 9）と一致した．  
 
3-3-4 GGT 及びレバンスクラーゼ活性及び NTD 生産量の測定  
GGT，レバンスクラーゼ活性及び NTD 生産量を測定したところ，Miyagi-4 では，GGT
活性が 0.7 mU/ml，NTD 生産量は< 5 μg/ml，レバンスクラーゼ活性が 73 mU/ml であっ
た．一方，Miyagi-4100 では GGT 活性が 1.9 mU/ml，NTD 生産量は 40 μg/ml と親株よ
りも大きく高まっていたが，レバンスクラーゼ活性は< 2 mU/ml と大きく低下していた  
(表 9)．各種酵素活性や物質生産が上昇した点について，B. subtilis 168 株における rpoB5
変異の影響を評価した．B. subtilis 168 株の rpoB5 変異は既に報告があるとおり 22,  23)，
NTD 生産を促進した (図 16)が，菌体外プロテアーゼの明瞭な増加は見られなかった．
Miyagi-4100 は，親株である Miyagi-4 に比べて，多くの酵素活性や物質の生産量が上昇
している一方で，今回の試験条件ではレバンスクラーゼ活性は親株よりも大幅に低下
することが確認され，生産が抑制されている物質もあることが明らかになった．  
 
3-3-5 菌体外タンパク質の SDS-PAGE による解析  
菌体外タンパク質の SDS-PAGE の結果を図 17 に示した．Miyagi-4 と Miyagi-4100 で
主要なタンパク質のバンドはどちらも 30 kDa よりやや低分子質量域に出現しており一
致していた．しかしながら， 30-45kDa の領域ではパターンが大きく異なり，親株であ
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図 16 Miyagi-4, 宮城野菌 , Miyag-4100 及び B.subtilis  168 rpoB5 変異株の NTD 生産量
の比較  
NTD 量に比例して lacZ が発現し，ディスクの周りに青いハロができる． rpoB5 変異の
ない Miyagi-4 及び宮城野菌は NTD を生産しないため，ディスクの周りに青色のハロは
できない．一方，Miyag-4100 及び B.subtilis  168 rpoB5 変異株では NTD が生産されるた
め，青いハロができる .NTD 精製品 (STD)のハロの直径から検量線を作成し ,この検量線
から試験菌株の NTD 濃度を算出した．
STD10γ STD15γ STD20γ STD5γ 
Miyagino Miyagi-4 Miyagi-4100 
B. subtilis 168 
rpoB5 変異株  
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図 17  Miyagi-4 と Miyagi-4100 の菌体外タンパク質の SDS-PAGE 
試験株は LB 培地中 37°C で 24 時間培養した． 
B. subtilis Miyagi-4 及び B. subtilis Miyagi-4100 の菌体外タンパク質，25 μg を SDS-PAGE に供し
た．泳動後，ゲルを CBB で染色することでタンパク質を検出した． 
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る Miyagi-4 に比べ Miyagi-4100 で生産量が増えているバンドがあるだけではなく，
Miyagi-4100 でのみ確認できるバンドもあった．全体的に Miyagi-4100 で生産されるタ
ンパク質が増えていることが確認できた．  
 
3-3-6 菌体外タンパク質の二次元電気泳動による解析と N 末端アミノ酸分析による  
同定  
菌体外タンパク質の二次元電気泳動を行った結果を図 18 に示す．最も主要なタンパ
ク質は，Miyagi-4，Miyagi-4100 共に共通していた（図 18 スポット A）が，Miyagi-4100
で特異的に生産量が上昇しているタンパク質がいくつか確認された (図  18 スポット B
～G)．Miyagi-4100 で生産量が上昇したタンパク質の N 末端アミノ酸分析による同定結
果を表 10 にまとめた．スポット A は，特に Miyagi-4100 で生産量が上昇したわけでは
ないが，全タンパク質中，最も生産量が多かったため，分析を行った．結果，スポッ
ト A は， B. subtilis が生産する最も主要な菌体外タンパク質である AprE (alkaline 
protease)であることが明らかになった 52)(図 18, 表 10)．スポット B は YwaD (double-zinc 
amino peptidase)，スポット C は NprE (neutral protease)，スポット D と E は EglS 
(endo-β-glucanase)，スポット F は AmyE (α-amylase)，スポット G は SodA (superoxide 
dismutase)であった．  
 
3-3-7 生育速度の測定  
 Miyagi-4100 は，培養開始 7～8 時間後に到達する最高菌数が，Miyagi-4 や宮城野菌
よりも少ないことが確認された (図 19)．しかし，培養を続けると，Miyagi-4 や宮城野
菌では最高菌数に到達した後，菌数が多少減少するのに対し，Miyagi-4100 ではほとん
ど減少しないため，15 時間程度まで培養を行うと 3 株の菌数がほぼ同程度になること
が明らかになった (図 19)．  
 
3-4 考察
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図 18 二次元電気泳動により同定された菌体外タンパク質 
試験株は LB培地中 37°Cで 24時間培養した．B. subtilis Miyagi-4 (A) と B. subtilis Miyagi-4100 (B)
由来の菌体外タンパク質(70 μg)を等電点電気泳動で分離した後，SDS-PAGE に供した．泳動後，ゲ
ルを CBBで染色することでタンパク質を検出した． 
図 18 に A～Gで示したタンパク質のスポットは，HPG1005A protein sequencer (Hewlett-Packard, Palo 
Alto)により解析を行った．Miyagi-4100の親株である Miyagi-4では B～Gに一致するスポットが見
られなかった． 
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表 10 タンパク質スポット Aから Gの N末アミノ酸配列 
         
       
 A AQSVPYGISQ   AprE    10/10 
 B NERELPFKAK   YwaD     9/10 
 C AAATGSGTTL   NprE    10/10 
 D AGTKTPVAKN   EglS    10/10 
 E AGTKTPVAKN   EglS    10/10 
 F NELTAPSIKSGTILH  AmyE    15/15 
 G AYELPELPYAYDALE  SodA    15/15 
a一致したアミノ酸の数/同定したアミノ酸の数  
タンパク質のスポットをメンブランから切り出し，アミノ酸シーケンサ (HP G1005A, Hewlett-Packard)を使って N末のアミノ酸配列を
決定した．N末のアミノ酸配列と相同な微生物タンパク質を BLAST(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)で検索した． 
 
タンパク質 
スポット 
アミノ酸 
配列 
B. subtilis (natto)  
で一致するタンパク質 
相同性 a 
6
6
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図 19 B. subtilis  Miyagi-4, Miyagi-4100 及び Miyagino 株の生育曲線 .  
試験株は LB 培地中 37°C で 24 時間培養した．  
Miyagi-4 () , Miyagi-4100 () 及び Miyagino(◇ ) 株の生育は 600nm の吸光度から評価
した．   
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 微生物の抗生物質耐性による表現型はしばしば，二次代謝物やエキソ型酵素の生産
増強と関連がある 21,  22 ,  53 )．越智らは，Sm や Rif のような抗生物質に対する耐性を付与
された中には二次代謝物やエキソ型酵素の生産が活性化される株が見出されることを
報告している 22,  54,  55,  56 ,  57,  58 )．この特性は工業用株の改良にも応用されている 59)．  
本試験では SmR 変異株の中からセルラーゼ活性が上昇した株を得ることが出来なか
った．しかし，RifR 変異株の中から，生育はわずかに親株よりも遅い（図 19）が，セ
ルラーゼ，プロテアーゼ及び GGT のような納豆発酵に関する酵素の活性が親株よりも
高い Miyagi-4100 を得ることが出来た．各種酵素活性測定結果及び NTD 生産量の測定
結果の一覧を表 9 に示したが，変異株の培養上清に含まれる菌体外プロテアーゼ活性
の上昇は特に大きく，親株に比べ 3 倍以上に高まっていた．また，γPGA 分解に関わる
GGT 活性も強まっていた．しかし，その一方でフルクトオリゴ糖の合成酵素であるレ
バンスクラーゼ (SacB)の活性は親株よりも大幅に低下していた．また，Miyagi-4100 で
は NTD の生産量も元株である Miygagi-4 に比べ大幅に上昇していたが，これは栄養が
乏しい S7 培地で培養した際の結果である．より栄養状態が良く，大豆上での生育環境
に近い LB 培地で培養した上清を試験サンプルとして用いた場合は，NTD の生産が起
こらなかった．このことから，Miygagi-4100 を用いて製造した納豆には NTD が含まれ
ていないと思われる．  
全ゲノム配列を解析することで，Miyagi-4100 に rpoB5 以外の変異箇所があるか否か
を調べることが出来，Miyagi-4100 で複数の酵素活性が上昇した現象と変異との因果関
係の説明が可能になると考えた．Miyagi-4100 の全ゲノム配列を，GA2 ゲノムシーケン
サ (Illumina,SanDiego)で解析し，シーケンスデータを DDBJ/EMBL/GeneBank に accession 
number DRA000781で登録した 48)．このゲノム配列を Miyagi-4の全ゲノム配列 (accession 
number DRA000641) 
6)と比較した．解析内容を簡単に記載する．Miyag-4 と Miyagi-4100
のそれぞれで 1,690 万と 3,770 万の各 56 bp の共通末端配列をもつ配列を解析した．次
に Burrows-Wheeler Alignment tool(BWA)プログラムにより 60) BEST195 株の開裂データ
を基にマッピングした．4,091,591 ベースのリファレンスゲノムに対して Miyagi-4 と
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Miyagi-4100 のそれぞれについて 20 反復以上でシーケンスし， 4,000,959 (97.78%)と
4,001,147 (97.79%)の配列を決定し，Bamtools61)で変異箇所を調べた．全ゲノムレベルで
の解析の結果，Miyagi-4 と比較して Miyagi-4100 に rpoB5 以外の変異は確認されなかっ
た．   
 変異と表現型の関係性は完全に明らかではないが， rpoB5 変異は B. subtilis の酵素生
産と二次代謝に重要な影響を持つとの報告 22)や細菌類の rpoB 変異に起因する 469，478，
482，485 または 487 番目，あるいはそれに等価な位置の一アミノ酸置換により，親株
とは物質生産を変えるという内容の特許もある 59)．B. licheniformis においては rpoB5
変異が α-アミラーゼの生産を促進することが知られている 59)．これまでの報告を見る
と rpoB5 変異は B. subtilis や近縁種の物質生産に大きな影響を持つことが示されている
22,  23,  24,  53,  59)．以上の結果から，菌体外酵素生産の促進は， rpoB5 変異によると考えら
れる．  
培養上清の TCA 沈殿物をサンプルとして，菌体外タンパク質の SDS-PAGE による解
析を行ったところ，Miyagi-4 と Miyagi-4100 でプロテアーゼを始めとする複数の酵素活
性が大きく異なった要因はこのタンパク質生産パターンの違いに起因することが，こ
の段階で示唆された（図 17）． SDS-PAGE による解析の結果を受けて Miyagi-4 と
Miyagi-4100 の菌体外タンパク質を二次元電気泳動で調べたところ，Miyagi-4 よりも
Miyagi-4100 で多くのタンパク質スポットを確認できた (図 18）．AprE(図 18 スポット
A)については，親株でも最も主要なタンパク質であったが，アミノ酸シーケンサによ
る解析結果から推測すると，AprE に加えて NprE(図 18 スポット C)の生産量が上昇し
ていることが変異株でプロテアーゼが上昇した要因であると思われる．また，EglS (図
18 スポット D 及び E)の生産量の上昇は，セルラーゼ活性が上昇した事実を裏付けるも
のである．なお，スポット E はスポット D が分解したものであると考えられた．また，
本研究では，α-アミラーゼの測定も試みたが，測定が困難でデータは得られなかったが，
親株では明確なスポットが確認できていない AmyE (α-amylase; 図 18 スポット F)のス
ポットが変異株で確認されていることから，恐らく，当該酵素活性についても親株よ
70 
 
りも変異株で高くなっているであろうと推測される．SodA(図 18 スポット G)は細胞質
タンパク質であるため，本来菌体外には分泌されない．しかしながら，シグナルペプ
チドを欠く細胞質タンパク質の中には，定常期に体外へ分泌されるものがあるという
報告があり 62)，そのために SodA のスポットが検出された可能性がある．B.subtilis に
おいて，sodA の上流にはシグマ A に認識されるプロモーター配列があることが報告さ
れている 63)． rpoB5 変異が起こるとシグマ A で制御されるプロモーターの活性が増強
されるとの報告があり 23,  24 )B. subtilis 168 株の rpoB5 変異を持つ Miyagi-4100 で SodA
の生産が上昇したのはこのためであると考えられる．或いは，様々な物質生産量が増
えているということは，細胞の代謝系が盛んに動いて活性酸素の生産が親株よりも高
まっており，その除去に必要であることから SodA の生産量も増えたのかもしれない． 
なお，プロテアーゼのザイモグラフィー（図 15B）で 20 kDa より低分子質量域にゼ
ラチンの分解反応が確認できるが，SDS-PAGE 及び二次元電気泳動では，このタンパク
質は検出されなかった．これは，ザイモグラフィーでは培養上清そのままをサンプル
として利用したのに対し，SDS-PAGE 及び二次元電気泳動では培養上清から TCA 沈殿
により得たタンパク質をサンプルとして用いたため，沈殿しにくいタンパク質は除か
れてしまったことに起因すると思われた．また，プロテアーゼのザイモグラフィーで
確認されたマイナーバンドについては，主要バンドが自身のプロテアーゼにより一部
分解された産物であることも考えられた．  
 rpoB5 変異は転写終結を制御するターミネーター配列のリードスルーを減少する 23,  
24 )．しかしながら，rpoB5 配列は B. subtilis  のうち納豆発酵株の菌体外酵素の生産を増
強する一方で，実験室株である B. subtilis 168 株では同様の効果は得られない．このこ
とから， rpoB5 変異に起因する表現型の変化は特異的であると言える．Miyagi-4 と B. 
subtilis  168 株間の全ゲノム比較によりヌクレオチド挿入 /欠損のような 500 以上の多型
があること，そしてアミノ酸一致率が 50%以下にしかならない遺伝子を持つことを明
らかにした (八谷剛史，三宅正透，長谷純崇，久保雄司，木村啓太郎，榊原康文  未発表
データ )．こうした多型やアミノ酸一致率が低い遺伝子があることは， 2 つの菌株間に
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おける rpoB5 変異による表現型の違いの原因の一つかもしれない．  
 また，B. subtilis は，菌体外酵素生産を含め，細胞で起こる多くの過程を DegS-DegU
の 2 因子からなるシステムにより制御されている 52,  64)．定常期において，DegS-DegU
の 2 因子によるシステムは細胞密度シグナル DNA 結合タンパク質である DegU のリン
酸化を通じて転写制御を行う 52,  64,  65 )．amyE，sacB と菌体外タンパク質をコードする遺
伝子 (aprE，nprB，nprE，bpr，epr)が DegU レギュロンに属することが示されている 65)．
実際に，二次元電気泳動を行った結果，rpoB5 変異株である Miyagi-4100 において aprE
及び nprE に発現量の変化が確認されたことから，rpoB5 変異は DegS-DegU による制御
に直接的または間接的に影響を与えている可能性があると考えられる．  
 aprE及び sacBは更に他の制御メカニズムも併せて制御されていると知られており 50,  
66  )， rpoB5 変異によりそれらの生産が促進されなかったのはこのためだと考えられる．
例えば，sacB の翻訳開始領域と構造遺伝子の間にはスクロースによる sacB 発現誘導に
関与するターミネーター配列と ribonucleic antiterminator  (RAT)と呼ばれる配列があ
り 50,  67 )，sacB はスクロースに依存した誘導を必要とするアンチターミネーション機構
によって制御される 50,  51 )(図 20)．スクロース存在下では RAT 配列に SacY が結合する
ことで mRNA の構造変化が起こり，リードスルー促進されて sacB が発現する 67)．
Miyagi-4 ではスクロースによる sacB の発現誘導が起こっていたが，Miyagi-4100 株で
はこの誘導は起こらなかった 48)．  rpoB5 変異した RNA ポリメラーゼのターミネータ
ー配列に対する認識増強が， sacB の発現抑制に影響しているのかもしれない 48)．  
また，B. subtilis  168 株では，DegS-DegQ の 2 因子によるシステムを制御する degQ
の発現は自身のプロモーター領域の変異により抑制されている．このことが，B. subtilis  
168株の菌体外酵素の基礎的な生産量を B. subtilis  納豆発酵株よりもはるかに低くして
いると報告されている 52,  64 )．B. subtilis  168 株において degQ の発現が抑制されると，
菌体外酵素の基礎的な生産量が大きく低下するという現象を考慮すると，本章で得ら  
れたデータは，納豆発酵株では rpoB5 変異が DegU の働きに影響を与える原因の一端と
なり，物質生産量を変化させている可能性を示している．  
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図 20 レバンスクラーゼ遺伝子 (sacB)のプロモーター近傍の構造とスクロースによる発現誘導の仕組み及び rpoB5 変異  
の作用
ribonucleic antiterminator(RAT)配列に  
スクロース存在下 SacY が結合  
→mRNA の構造変化→リードスルー促進  
rpoB5 変異は  
ターミネーター配列を強く認識  
リードスルーを減少  
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第 4 章 rpoB5 変異株を利用した納豆の製造と粘性物の組成解析  
 
4-1 緒言  
 前章の解析で rpoB5 変異株である Miyagi-4100 はセルラーゼやプロテアーゼを始めと
する納豆発酵に関わる菌体外酵素活性が親株に比べて上昇していることを確認した 48)．
そこで宮城野菌等の既存納豆菌株に比べて Miyagi-4100 の高い菌体外酵素活性により，
大豆の種皮及び種子は分解が進み，柔らかくなると予測し，Miyagi-4100 を使用して黒
大豆及び黄大豆の納豆を製造した．γPGA 及びレバンは，納豆の粘性に関与する多糖で
ある (図 21) 68)が，Miyagi-4100 ではレバンスクラーゼ (sacB)のスクロースによる発現誘
導が起こらない 48)． sacB のプロモーター領域にはスクロースによる発現誘導に関与す
るターミネーター配列がある 50)． rpoB5 変異による該ターミネーター配列の認識増強
がレバンスクラーゼ誘導発現抑制の原因であると考えられた 48)．そのため，Miyagi-4100
株で作られた納豆のレバン量が少ないことが予想された．なお， sacB が欠損した納豆
菌変異株で納豆を製造しても，風味、食感、糸引き性等の納豆の性質において，親株
と格別に相違するところがないという内容が記載された特許があることから 69)，レバ
ン含量が少ないことが納豆の食味においてマイナスになることはないだろうと考えた． 
 本章では，黒大豆納豆を実際に作製してレバン及び粘性の主成分である γPGA(図 21)
の生産量，納豆の硬さ等の解析を行い，納豆発酵における Miyagi-4100 株の有用性を検
証した 70)．  
 
4-2 材料及び実験方法  
4-2-1 納豆の製造  
原料は黒大豆に黒大豆小粒，黄大豆にスズマルを用いた．納豆菌は，シェファー寒
天培地 (ニュートリエントブロス (Difco) 1.2 g, 硫酸マグネシウム 7 水和物 0.025 g, 塩化
カリウム  0.1 g, 硫酸鉄 7 水和物  0.0278 mg, 硝酸カルシウム 4 水和物  23.6 mg, 塩化マ
ンガン 4 水和物  0.198 mg, 寒天  1.5 g, 水 100 ml)にて培養することで胞子化した宮城
74 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 21 γPGA(A)及び レバン(B-1, B-2)の構造 
γPGA(A) はグルタミン酸がガンマ位のカルボキシル基で重合した構造をしている．レバンは，フルクトースの 重合体だが，末端がグ
ルコース型(B-1)と，フルクトース型(B-2)の 2つの構造をとりうる． 
(A) 
(B-2) 
7
4
 
(B-1) 
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野菌，Miyagi-4 及び Miyagi-4100 の 3 株を用いた．黒大豆を 20°C で 16 時間浸漬し，十
分に吸水させた．ざるに入れ，加圧釜にて 0.18 MPa で 30 分蒸煮した．蒸煮後，納豆菌
胞子液を蒸煮大豆 1 g に対して胞子数が 104 個になるよう添加した．約 50 g ずつポリス
チレンパック (PSP)に盛り込み，39°C，90%RH で 18 時間，その後 20°C，50%RH で 2
時間発酵させ，5°C で 1 日熟成した．  
 
4-2-2 レバンと γPGA の調製  
 レバン及び γPGA は既報に従って調製した 31,  68 )．具体的には，次の通りである．宮
城野菌，Miyagi-4，Miyagi-4100 の 3 株を用いて製造した納豆（約 13 g）を 50 ml の遠
心チューブに秤量し，1 M の塩化ナトリウムを含む 10 mM リン酸ナトリウム緩衝液 (pH 
7.0)を 5 ml 添加した．よく撹拌し，納豆表面を洗浄した後， 8,700 ×g，4°C で 5 分間遠
心して，上清を新しい 50 ml の遠心チューブに分取する作業を 3 回繰り返し，水溶性成
分を回収した．回収した水溶性成分を 8,700 ×g，4°C で 20 分間遠心し，得られた上清
10 ml に 99.5%エタノール 25 ml を添加した．8,700 ×g，4°C で 10 分間遠心し，レバン
及び γPGA を含む沈殿物 (以下，納豆粘性物質とする）を回収した．回収した納豆粘性
物質を減圧乾燥後，重量を測定した．γPGA 量は，粘性物質重量から後述の全糖重量を
差し引いて算出した．  
 
4-2-3 レバンの定性と定量  
 レバンの定量及び定性分析は F-キット（ J.K.インターナショナル）及び薄層クロマト
グラフィー (TLC)により次のように行った．  
 納豆粘性物質 30 μl (50 mg/ml)に 0.1 N 塩酸を 570 μl 添加し，70°C で 30 分間加温し
て加水分解した後，アンバーライト MB-1(オルガノ株式会社 )を用いて脱塩処理を行い，
TLC 用のサンプルとした．未分解の TLC 用サンプルは，納豆粘性物質 10 μl (50 mg/ml)
を水 190 μl に溶解して調製した．レバン標品 (5 mg/ml，Serratia levanicum 由来 ,)を同様
の処理により加水分解したものをスタンダードとして用いた．その他にスタンダード
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として用いたフルクトース，スタキオース及びラフィノースは 1.5 mg/ml に調整した．
各試料 1 μl を TLC Silica gel 60 F254 (Merck KGaA, Darmstadt) にスポットし，アセトニ
トリル /水 (70/30)溶媒にて 2 回展開し，5%硫酸 /メタノール溶液で発色させ検出した．   
上記納豆粘性物質 10 μl に 0.1 N 塩酸を 590 μl 添加し，70°C で 30 分加温して加水分解
を行ったものをサンプルとし，F キットにより計測されたフルクトース量に 0.9 を乗じ
ることで，レバン量とした 68)．  
 
4-2-4 レバン分解酵素 LevP による納豆粘性物質の分解  
 納豆粘性物質 10 μl (10 mg/ml)及びレバン標品  10 μl (5 mg/ml)に納豆菌バクテリオフ
ァージ由来のレバン分解酵素 LevP (1 mg/ml)を 10 μl 添加し，37°C で 30，60，120 分間
保持し，反応産物を TLC で分析した．なお，LevP 精製標品は東北大学大学院農学研究
科の金子淳准教授より分与いただいた 71)．  
 
4-2-5 全糖分析  
 4-2-2 で調製した納豆粘性物質 (0.5～1.0 mg/ml)をサンプルとして全糖分析を行った．
スタンダードとしてフルクトース溶液 (0～0.25 mg/ml)を用いた．サンプル溶液 50 μl に
400 μl の 5 % (w/v)フェノール溶液と 1 ml の濃硫酸を加え，ボルテックスミキサーで直
ちに混和した．30 分室温で静置した後，490 nm の吸光度を測定し，検量線から全糖量
を求めた．納豆粘性物質の重量から全糖量を差し引いた値を γPGA 量とした．  
  
4-2-6 納豆の切断強度（硬さ）の測定  
 切断用のアダプタ (図 4) 33), とピークホールドタイプの重量計を用いて，納豆の短軸
方向の切断強度（硬さ）を測定した．測定は皮剥けのない納豆 50 粒について行い，最
大値及び最小値から各 10 粒分のデータを除いた，中間 30 粒分のデータを採用して硬
さの比較を行った．  
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4-2-7 統計解析  
データの統計処理にはエクセル統計 2010（社会情報サービス）を用いた．  
 
4-2-8 黒大豆納豆の官能試験による評価  
 宮城野菌と Miyagi-4100 で試作した黒大豆納豆について，年齢・性別が様々な健康な
成人 26 人で官能検査結果を行った．評価項目は，味・香り・硬さ及び総合評価の 4 項
目とし，評価する黒大豆納豆について前情報を全く与えない状態で実施した．  
 
4-3 実験結果  
4-3-1 黒大豆納豆と黄大豆納豆のレバンの比較  
 黒大豆納豆由来の納豆粘性物質と，それを酸加水分解したものについて TLC 分析を
行った結果を図 22A に示した．未分解のレバン標品（図  22 A，レーン 1）は原点から
動かなかったが，0.1 N 塩酸で 70°C，30 分間処理すれば構成単位であるフルクトース
まで分解された（図 22A，レーン 2）．レーン 6～8 は順に宮城野菌，Miyagi-4，Miyagi-4100
で作った納豆粘性物質の結果であるが，納豆粘性物質には原点から動かない物質と移
動度がスタキオースに相当する物質が含まれていた．一方，納豆粘性物質を酸加水分
解すると，原点のスポットはほぼ消失し，フルクトースに相当するスポットが生じた
（レーン 9～11)．黄大豆納豆についても検討したところ，黒大豆納豆とほぼ同様の結
果を得た（図 22B）．なお，Rf 値はグルコースとフルクトースでほとんど変わらないが，
TLC 発色時にグルコースとフルクトースの色を比較するとフルクトースの方が黄色み
の強い茶色に発色し，グルコースの方が色が暗いこと及び，F-キットでのグルコース測
定結果が検出限界以下（< 0.05 (mg/g 納豆））であったことから分解物はフルクトース
であることが分かった．納豆粘性物質に含まれる糖の主要成分がレバンであることは，
LevP による分解試験結果からも確認できた (図 23) ．レーン 4 のレバン標品は原点から
全く動かないが， 30 分から 120 分まで反応時間が経過するに従って，レバンは低分子
化し，スポットが上へと伸びた（レーン 4～7）．同時に原点のスポットが薄くなってい
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図 22 納豆粘性物質に含まれる多糖の TLC分析（A，黒大豆納豆；B，黄大豆納豆） 
レーン 1，レバン(Lev)； レーン 2, レバン加水分解物； レーン 3，フルクトース(Frc)； レーン 4，ラフィノース(Raf)； レーン 5，ス
タキオース(Sta)； レーン 6-8，納豆粘性物質 (Miyagino 株，Miyagi-4 株，Miyagi-4100 株)； レーン 9-11，納豆粘性物質の加水分解物
（Miyagino 株，Miyagi-4 株，Miyagi-4100 株）； レーン 12，フルクトース(Frc)． 
 
 
 
7
8
 
79 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 23  レバン標準品及び納豆粘性物質の LevP による分解  
レーン 1，フルクトース (Frc)；  レーン 2，ラフィノース (Raf)；  レーン 3，スタキオー
ス (Sta)；  レーン 4-7，レバンと LevP の反応物 (左から 37 °C で 0, 30, 60, 120 分処理 )；  
レーン 8-11，納豆粘性物質と LevP の反応物 (左から 37 °C で 0, 30, 60, 120 分処理 )．  
 
 
 
レバン
+ LevP
納豆粘性物質
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Frc Raf Sta 0 30 60 120 0 30 60 120 分
スタンダード
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く様子も確認できた．納豆粘性物質（レーン 8～11）についても，原点から上へ伸びる
分解産物の発色が経時的に濃くなり，120 分では更に分解が進み，多糖の一部が四糖以
下まで分解していることが確認できた．酸加水分解と LevP による分解試験の結果から，
TLC で原点に留まるスポットは主にレバンであることが明らかになった．黒大豆納豆，
黄大豆納豆ともに，納豆粘性物質の加水分解により生じるフルクトースのスポット（図
22，レーン 9～11）において Miyagi-4100（レーン 11）で最もフルクトースのスポット
が濃いことから，Miyagi-4100 株を用いて製造された納豆が宮城野菌や Miyagi-4 株を用
いた場合よりもより多くのレバンを含むことが明らかになった．  
 
4-3-2 黒大豆及び黄大豆納豆粘性物質中のレバン， γPGA 含量及び全糖量の比較  
納豆から回収した納豆粘性物質に含まれるレバン含量（F-キットを用いてフルクトー
ス換算した）を表  11 に示す．Miyagi-4100 株を用いて黒大豆納豆を製造した場合，宮
城野菌や Miyagi-4 株を用いた場合よりも，レバンの生産量が有意に高くなった (表 11)．
黄大豆を使った場合でも，黒大豆納豆と同様に Miyagi-4100 株が最も高い数値を示し，
図  22 の TLC 分析の結果とよく一致した傾向を示した (図 22，表 11)．γPGA 生産量に関
しては，黒大豆納豆では Miyagi-4100 株が，黄大豆納豆では宮城野菌がより高い数値を
示した．しかしながら，黄大豆納豆では宮城野菌，Miyagi-4，Miyagi-4100 のそれぞれ
で有意差は見られたものの数値的な差は小さく，また，黒大豆納豆では宮城野菌と
Miyagi-4 で有意差がないなど，レバンに比べるとその違いは顕著ではなかった (表 11)．  
 分析に供した納豆粘性物質の構成比率を円グラフで示した (図 24)．いずれの納豆に
おいても納豆粘性物質の主成分は γPGA で，次いでレバンが含まれ，この点は宮城野菌
を用いた菅野らの報告 68)と一致した．宮城野菌と Miyagi-4 株で粘性物質に占める γPGA
の比率は約 90% で，レバンの比率は 4～ 5%であった．一方， rpoB 変異を有する
Miyagi-4100 では，レバンの比率が顕著に高くなり，黒大豆納豆の場合には約 20% と
なった．なお，今回の測定では全糖量をフルクトース換算で求めた．  
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表 11 黒大豆及び黄大豆納豆のレバンと γPGAの含量 
 
 大豆と種菌の 成分(mg/g納豆) 
組み合わせ レバン  γPGA  全糖量  
 黒大豆 
 Miyagino 0.73±0.02
a
 13.33±0.04
a
 1.65±0.04
a
 
 Miyagi-4 0.53±0.03
a
 13.08±0.02
a
 1.37±0.02
a
 
 Miyagi-4100 4.52±0.16
b
 16.16±0.42
b
 6.60±0.42
b
 
 黄大豆 
 Miyagino 2.58±0.20
c
 36.66±0.41
c
  5.50±0.41
c
 
 Miyagi-4 2.21±0.11
c
 33.92±0.06
d
  4.76±0.06
c
 
 Miyagi-4100 6.38±0.17
d
 32.97±0.34
e
  8.52±0.34
d
 
含量の数値は平均値±標準偏差（n=3）  
各列数値の上付き文字の違いは，Tukey-Kramer 法により有意に（P<0.05）異なることを示す． 
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 Miyagino Miyagi-4 Miyagi-4100 
 
 
 
黒大豆納豆 
 
 
 
 
 
 
 
黄大豆納豆 
 
 
 
 
 
図 24 納豆粘性物質中に占めるレバン，γPGA及びその他の糖の割合（上段は黒大豆納豆，下段は黄大豆納豆） 
    使用した納豆菌は，上下段とも左よりMiyagino, Miyagi-4, Miyagi-4100． 
    円グラフ中の 1，γPGA；2，レバン；3，その他の糖類を示す．
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4-3-3 黒大豆納豆の硬さ試験及び官能試験による評価  
発酵後の黒大豆納豆の硬さを調べたところ，Miyagi-4100 株を用いた場合，宮城野菌
を用いた場合と比べて切断強度が 5%程度（約 8 g）下がる傾向が見られた  (表 12)．宮
城野菌と Miyagi-4100 株で試作した黒大豆納豆について，官能検査結果を行った結果を
図 25 に記載した．この時の納豆の切断強度を 4-2-6 と同様に評価したところ，宮城野
菌で製造した納豆が 192.9±16.3 g であるのに対し Miyagi-4100 で製造した納豆は
180.5±10.7 g となり，Miyagi-4100 で製造した場合の方が 6%強 (約 12 g)切断強度が低か
った．官能試験試験の結果，4 項目全てにおいて Miyagi-4100 の方が宮城野菌よりも良
い評価を受けていた．特に硬さについては，試験を行った 26 人中 23 人 (88%)が
Miyagi-4100 の方が柔らかいと評価した．   
 
4-4 考察  
 厚く硬い表皮に覆われた黒大豆は，納豆菌が栄養を資化しにくい環境と言える．そ
のため宮城野菌や Miyagi-4 株に比べ，大豆分解に関わる分解酵素生産量が高く，栄養
を利用しやすい環境を整えることが出来る Miyagi-4100 株は相対的に生育が良くなり
発酵が進むと考えられた．  
 当初，Miyagi-4100 株では sacB の発現がスクロースにより誘導されないため，宮城
野菌や Miyagi-4 株よりもレバン含量が少ないと予想していた．しかしながら予想とは
逆に Miyagi-4100 株で作製した黒大豆納豆の粘性物に含まれるレバン量が顕著に多く
なっていた．第 3 章でレバンスクラーゼ活性の測定は，培養液にスクロースを添加し，
sacB の発現が誘導される条件で行った．そのため，スクロースによる sacB 発現の誘導
が起こらない Miyagi-4100 と誘導が起こる宮城野菌及び Miyagi-4 で大きな違いが出た
のだと思われる．誘導の起こらない条件で基礎レベルの発現量を測定すると全ての株
でそれ程の違いはないものと推察される．大豆にはスクロースが約 5%（w/w，乾物当
り）含まれる 45)．おそらく，大豆由来スクロースを基質として，誘導を受けない基礎
発現量の酵素によってレバン合成が行われたのであろう．レバン分解活性の評価は今後  
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表 12 黒大豆及び黄大豆納豆の切断強度（硬さ）測定試験 
 
 サンプル 切断強度(g)  P値 
 黒大豆 
 煮豆 225.7±12.5  
 納豆(Miyagino) 163.3±12.9 
 納豆(Miyagi-4100) 155.8±11.9 
  
サンプルの納豆については，括弧内に使用した納豆菌を示した．  
納豆 50粒を測定し，中間 30 粒分のデータを用いで算出した． 
 
 
 
 
0.236 
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図 25 宮城野菌と Miyagi-4100株で作った黒大豆納豆の官能試験結果 
官能試験実施者は合計 26 人．年代は，10代後半～80 代（うち 70代以上 1名），その内，男性は 10名で女性は 16名． 
試験は 2つの納豆で使用した菌株が分からない状態で実施した． 
臭いについては 1名が両方同じと回答した． 
円グラフ中の 1；Miyagi-4100, 2；宮城野菌を示す． 
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の課題であるが，Miyagi-4100 株で結果的に他の株よりも多く蓄積したのは sacC
（exolevanase）や、 levB（endolevanase）の様なレバン分解系 51,  72)が働いていないこと
に起因する可能性が考えられた．レバンについては，プレバイオティクスとしての機
能性やラットを用いた動物実験でのコレステロール低下作用の報告がある 73,  74 )．全糖
量とフルクトース量の差は原料大豆に含まれるスタキオース（ 2 分子のガラクトースと
1 分子のフルクトース及びグルコースが連なった四糖）やイソフラボン配糖体などレバ
ン以外の糖質に由来すると思われる．市販黄大豆納豆のレバン含量は 0.45～2.68 mg/g
納豆， γPGA 含量は 0.62～5.49 mg/g 納豆であると菅野らにより報告されており 68)，そ
の多くが宮城野菌を用いて製造された納豆と考えられる．今回の γPGA 数値は菅野らの
数値より大きい．我々は，発酵終了直後の納豆を試料として用いた．菅野らが試験に
用いた市販納豆が製造日から何日経過したものか，また，どういう保存状態であった
かは記載されていないが，γPGA は発酵終了後に徐々に分解することが知られており 49)，
製造からの日数及び保存状態の違いが収量に影響した可能性が考えられた．また，原
料大豆の品種の記載がないため，明言は出来ないが，品種の違いが影響した可能性も
考えられた．Miyagi-4100 を用いて黒大豆納豆を試作すると，原料がバラツキの大きい
生物試料（種子）であることと，大豆を蒸し上げる際に 0.18 MPa まで圧力が上昇する
時間と，30 分蒸した後に破圧して常圧に戻るまでの時間が毎回完全に一致する訳でな
いことが主要な要因となり硬さを測定した際のデータに違いが出たと考えられた．し
かし，宮城野菌と比較すると常に Miyagi-4100 で製造した黒大豆納豆の方が切断強度は
小さく，官能試験の結果から，その違いは人が感じ取れる程度の差であることが明ら
かになった．切断強度測定結果の P 値は比較的高かった (0.236)(表 12)が，前述のとお
り測定対象がバラツキの大きい生物試料（納豆）であったことがその一因であると考
えられる．また，官能試験の結果，宮城野菌より総じて評価が高い Miyagi-4100 株は，
黄大豆と比べて表皮が硬く生育条件の良くない黒大豆の発酵に適合したレバン高生産
型の納豆菌として付加価値の高い納豆製造に利用できることが示唆された．  
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第 5 章 総合論議  
 
本博士論文では，以下の内容に取り組んだ．  
(1) 全国各地で栽培された稲わらより γPGA を生産できる細菌株を採取し，納豆を製造
できる株と出来ない株の異同性を明らかにした．納豆菌は B. subtilis に分類されるが 75)，
稲から集めた納豆製造可能な菌株に対して種々の遺伝子解析を実施し，近縁種を含め
て系統分類を行った．MLST 解析の結果，納豆菌は，系統樹内の B. subtilis  subsp. subtilis
に分類され，その中でも，まとまった範囲に集団を形成することが分かった．また，
納豆を作らない菌株は 1 株もこの集団内に属することはなく，その違いを区別するこ
とが可能なことを明らかにした．また，AFLP の結果，試験を行ったほとんどの野生納
豆菌同士で遺伝子的な違いが認められ，相互識別が可能であることから，自然に存在
する納豆菌が多様性を持つことを明らかにした．  
 
(2)稲わらより採取した納豆菌にリファンピシン耐性を獲得させた菌株を得た．その中
の rpoB5 変異を持つ Miyagi-4100 はプロテアーゼ，セルラーゼ，GGT などの納豆の製
造に関わる酵素の活性が親株である Miyagi-4 よりも上昇していることを確認した．ま
た，二次代謝物である NTD の生産量も大幅に向上していた．その一方で，レバンスク
ラーゼ活性は，親株に比べ，ほとんど活性を確認できない程低下していた．生産され
たタンパク質の二次元電気泳動の結果， neutral protease (NprE)，  double-zinc amino 
peptidase (YwaD )，endo-β-glucanase (EglS )，α-amylase(AmyE)， superoxide dismutase  
(SodA)の発現が変異株で上昇していることを明らかにした．このことから，NprE や
YwaD の生産量上昇が，プロテアーゼ活性上昇に寄与し，EglS の生産量上昇が，セル
ラーゼ活性上昇に寄与していることが示唆された．  
 
(3)Miyagi-4100 で黒大豆納豆を製造し，宮城野菌や親株である Miyagi-4 を比較対象と
して粘性物の解析を行った．Miyagi-4100 はレバンスクラーゼ活性がほとんど確認でき
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なかったが，粘性物中のレバン量が宮城野菌や Miyagi-4 よりも 6～8 倍に上昇している
ことが明らかになった．また，Miyagi-4100 を用いて製造した黒大豆納豆の切断強度は，
宮城野菌や Miyagi-4 に比べ低下しており，Miyagi-4100 は大豆成分に対する高い分解酵
素活性により，種皮や種子の分解が進みやすいことから納豆を柔らかく仕上げること
ができることが推定された．  
以上のことから，Miyagi-4100 株は，黄大豆と比べて表皮が硬く，納豆菌にとって生
育条件の良くない黒大豆の発酵に適合したレバン高生産型の納豆菌として利用できる
ことが示唆された．  
 
Miyagi-4100 で活性が高まっていることを確認した酵素は，納豆の製造で重要な役割
を果たすものである．実際に黒大豆納豆を Miyagi-4100 で製造すると，毎回多少の増減
は見られたが，親株である Miyagi-4 や全国で最も多くのメーカーに使用されている宮
城野菌よりも， 5～10%程柔らかくなることを確認した．また，レバン含量が多いこと
も明らかになった．通常レバンは生成後分解されていくが，Miyagi-4100 ではレバンの
分解系が働かず 51)，基礎発現量で生成されたレバンが蓄積した可能性がある．なお，
レバンについては，プレバイオティクスとしての機能性やラットを用いた動物実験で
のコレステロール低下作用の報告があり 73,  74 )，このような機能性に関する研究が進み，
Miyagi-4100 の利用価値が高まることを期待したい．一方で，γPGA の生産量は，Miyagi-4
や宮城野菌と同程度であった．粘りの質感は， γPGA とレバンの両方により決まる．
Miyagi-4 や宮城野菌単独で製造した納豆は，混ぜると粘りながらも豆同士は無理なく
ほぐれたが，Miyagi-4100 単独で製造した黒大豆納豆の粘り方は，他の 2 株とかなり異
なり，混ぜると豆同士が結着し，納豆全体がまとまって塊のようになった．実際に黒
大豆納豆を製造する場合は，Miyagi-4 等，他の納豆菌株を 1 割～2 割混合した胞子液を
調製して黒大豆納豆を製造すると，これまでの納豆製品の糸引きと近い質感になるこ
と，また，混合割合により大豆の軟化度合いは変化するが，Miyagi-4 や宮城野菌単独
で黒大豆納豆を製造した場合よりも切断強度は小さな値となることを併せて確認した． 
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本研究では，黒大豆納豆の製造条件は，常に一定条件（大豆の浸漬を 20°C で 16 時
間，蒸煮を 0.18 MPa で 30 分，発酵を 39°C，90%RH で 18 時間，その後 20°C，50%RH
で 2 時間置いた後，5°C で一晩熟成し試験サンプルとした．）で製造したが，蒸煮時間
や発酵時間を少し長くとるなど製造条件を工夫することで，更に柔らかく仕上げるこ
とが可能だと考えられる 76,  77 )．  
 今後の検討課題でもあるが，Miyagi-4100は，培養上清に他の納豆菌株よりも多く種々
の大豆成分分解酵素が含まれることを利用して培養液を酵素剤として使うことも有用
と考えられる．例えば，Miyagi-4100 の培養液を浸漬水に添加して浸漬を行うことで，
大豆の表皮の軟化を促進し，発酵がスムーズに進むことも期待される．  
 納豆菌は，ポーラスコンクリートに封入し水域の有機物分解から脱窒を促すことで
水環境を浄化する研究等 78)，納豆製造以外に用いる研究も行われているなど注目度が
高い．本研究で得た Miyagi-4100 の特徴は，複数の菌体外酵素の発現が高いレベルであ
ることにある．本来この菌を開発する目的であった黒大豆納豆製品の製造は勿論のこ
と，この菌の持つ特長を活かし，ものづくりに利用されることを期待したい．  
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要旨  
 
 “納豆”は原料となる大豆を “納豆菌”により発酵させて作る，日本で古くから食されて
いる発酵食品である．使用する大豆は表皮の色が黄色い大豆（黄大豆）が主であるが，
表皮が黒い大豆（黒大豆）が使用されることもある．しかしながら，黒大豆は，既存
の納豆菌株では十分に発酵が進まず，食感を柔らかく，糸引き良く仕上げることが難
しい．既存株で黒大豆納豆を製造した場合，種皮が厚く硬いことが障害となり，蒸煮
後の大豆表面に納豆菌が利用できる形態の栄養成分が少なく十分な菌の増殖が起こら
ないため，酵素の作用が不十分となることが原因だと考えられた．この問題点を解決
するためには，納豆発酵に必要となる種皮や種子に対する分解活性が既存株よりも高
い納豆菌を用いれば解決できると考え，本研究では，黒大豆の発酵適性が高い新たな
納豆菌開発を目的とした．  “納豆菌”は慣用名であり，Bacillus subtilis に分類される菌
株の中で，納豆を製造できる株を指している．スターターとして販売され，納豆のメ
ーカーが製造に使用している納豆菌は，大手メーカーの自社開発株を除けば，わずか 3
株しかない．他の食品製造に用いる微生物に比べ，新しい納豆菌株の開発に関する事
例や研究報告は極端に少なく，同時に多様性に言及した報告も少ない．納豆は，かつ
ては各家庭において，稲わらで蒸した大豆を包んで保温し，稲わらに自生する納豆菌
で作られていた歴史がある．そこで，自然界に存在する納豆菌を収集し，近縁種との
違いや株間の多様性を明確にすると共に黒大豆発酵適性株のスクリーニングを行った． 
茨城県内を中心として，日本各地から集めた稲わら 104 点より，納豆の粘りの主成
分であるガンマポリグルタミン酸 (γPGA)の生成の有無を指標として 424 株の細菌を収
集した．集めた 424 株全てで納豆を試作し，納豆が製造できる株と出来ない株の識別
を行ったところ，59 株で納豆発酵適性が確認できた．納豆発酵適性が確認できた株の
内，46 株について前述の 3 株の市販スターターで保存されている挿入配列 IS4Bsu1 及
び IS256Bsu1 の有無を確認したところ，19 株は両方を保持し，27 株はどちらも保持し
ていなかった．また，市販スターター株 3 株で生育に必須なビオチンの要求性を調べ
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たところ，ビオチン以外にも栄養要求性があると思われる 3 株を除き，56 株の納豆発
酵適性のある株はビオチン要求性を示し，納豆発酵適性のない株はビオチン要求性を
示さなかった．加えて，納豆菌に感染するバクテリオファージである ΦNIT1 に感染す
るか否かを調べたところ，全ての納豆発酵適性株が感染したが，納豆発酵適性のない
株でも感染する株が確認された．このことから，納豆発酵適性と IS の有無は関連性が
薄く，納豆菌ファージ感受性も指標として用いることは出来ないが，ビオチン要求性
は納豆発酵適性と密接に関連することが示唆された．  
納豆発酵適性があった菌株 16 株と適性のなかった菌株 9 株を選抜し，Multilocus 
sequence typing(MLST)及び Amplified Fragment Length Polymorphism(AFLP)により近縁
種との違いや株間の多様性を解析した．MLST の結果を基に，B. subtilis 及び近縁種で
ある B. amyloliquefaciens のデータと合わせて系統樹を作成した．納豆発酵適性のある
株は全て B. subtilis subsp. subtilis 内のまとまった範囲に固まって分類され，同じ B. 
subtilis  subsp. subtilis でも納豆発酵適性のない株と識別されることを明らかにした．試
験に供した納豆発酵適性のない 9 株は，B. subtilis または B. amyloliquefaciens に帰属さ
れた．AFLP の結果は，系統樹上の相対的な位置関係が MLST と一致し，納豆発酵適性
のある株は互いに近い位置に分類され，適性のない株は遠い位置に分類された．また，
納豆発酵適性株同士でも，相互識別可能であることを明らかにした．しかし，稲わら
から収集した株の中に，黒大豆発酵適性の高い株は存在せず，変異処理により適性の
高い株を得ることとした．  
納豆発酵適性株のリファンピシン及びストレプトマイシン耐性変異株を作り，納豆
の発酵に関与する酵素活性や物質生産量の評価を行った．ストレプトマイシン耐性株
の中から納豆発酵に関与する酵素活性が上昇した株は得られなかったものの，収集し
た納豆発酵適性株の 1 株である Miyagi-4 由来のリファンピシン耐性株の中に，種皮の
分解に関わるセルラーゼ活性が親株の約 1.5 倍，種子の発酵に関わるプロテアーゼの活
性が親株に比べて 3 倍以上，更に納豆の γPGA 分解に関わる γ-glutamyltransferase 活性，
アミノ糖の抗生物質であるネオトレハロサジアミン生産量，及び γPGA と同様に納豆の
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粘り成分であるフルクト―スポリマーであるレバンの生産量が親株と比較して大きく
増加した納豆菌株 Miyagi-4100 を得た．Miyagi-4100 で黒大豆納豆を試作し，硬さや粘
り成分である γPGA やレバン量を評価したところ，既存株よりも柔らかく，粘り成分も
多く生産することが確認された．このことから，Miyagi-4100 は黒大豆納豆加工適性の
高い株であることが示唆された．  
 
